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Die Haut stellt die gro¨ßte und wichtigste Schutzbarriere des menschlichen Ko¨rpers ge-
genu¨ber externen Reizen dar. Bei genetischen Erkrankungen wie Epidermolysis bullosa
simplex sind die mechanischen Eigenschaften der Hautzellen jedoch vera¨ndert und die
Integrita¨t der Haut gesto¨rt, wodurch ihrer Fragilita¨t erho¨ht ist und eine funktionelle
Schutzfunktion nicht la¨nger aufrecht erhalten werden kann. Grund hierfu¨r sind ha¨ufig
Vera¨nderungen des Proteins Keratin, welches als zytoskelettaler Hauptbestandteil epi-
dermaler Zellen maßgeblich fu¨r ihre mechanischen Eigenschaften und die Aufrechterhal-
tung einer integeren Schutzfunktion verantwortlich ist. Um Hautkrankheiten wie Epi-
dermolysis bullosa simplex (EBS) detailliert zu verstehen und mo¨gliche Heilungsansa¨tze
zu generieren, mu¨ssen die genauen Ursachen der Krankheit aufgekla¨rt werden.
Aus diesem Grund bescha¨ftigte sich die vorliegende Arbeit mit der Analyse der
mechanischen Eigenschaften von Zellen mit unterschiedlichen Keratinnetzwerken, wel-
che unter anderem die EBS-assoziierte Mutation R131P im Keratin 14 tragen. Hierfu¨r
wurden in dieser Arbeit mittels Rasterkraftmikroskopie die Zellelastizita¨ten von Kontroll-
Keratinozyten, keratinfreien Keratinozyten sowie von Keratinozyten, welche nur bestimm-
te Keratine exprimieren, analysiert. Fu¨r keratinfreie Keratinozyten wurde eine signifikan-
te Reduzierung der Zellelastizita¨t nachgewiesen, wa¨hrend die Zellelastizita¨t in keratin-
freien Keratinozyten, welche das Keratin 14 exprimieren sich nicht von der Steifigkeit der
Kontrollzellen unterschied. U¨berraschenderweise fu¨hrte die Expression von Keratin 14 mit
der EBS-assoziierten Mutation zu einer reduzierten Zellsteifigkeit, welche noch geringer
war als die keratinfreier Keratinozyten.
Eine Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration fu¨hrt in vivo zur epiderma-
len Differenzierung und geht mit zytoskelettalen Vera¨nderungen sowie der Ausbildung
von kalziumabha¨ngigen Adha¨renzverbindungen einher. Die Untersuchung der Zellelasti-
zita¨t unter Kalziumeinfluss in vitro zeigte fu¨r Keratinozyten mit verschiedenen Keratin-
netzwerken eine signifikante Erho¨hung der Zellsteifigkeit. Die Elastizita¨t der Kontroll-
zellen unterschied sich unter Kalziumeinfluss signifikant von der Elastizita¨t von Zellen
mit vera¨nderten Keratinnetzwerken und verdeutlichte dadurch die enorme Bedeutung ei-
nes funktionellen Keratinnetzwerkes fu¨r die Ausbildung einer intakten Haut.
Desweiteren konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Erho¨hung
der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration zu einer signifikanten Beschleunigung der
Aktinfaserreorientierung infolge uniaxialer, zyklischer Dehnung fu¨hrt. Anhand von ver-
gleichenden Dehnungsexperimenten an Einzelzellen und konfluenten Zellschichten, in Ab-
und Anwesenheit von Kalzium, konnten mechanosensitive, kalziumabha¨ngige Adherens
Junctions als mechanosensitiver Mechanismus und Grund fu¨r die beschleunigte Re-
orientierung identifiziert werden. Als zentraler Bestandteil dieses Mechanismus konnte
das Protein α-Catenin ausgemacht werden, welches fu¨r die kalziumabha¨ngige, adherens
junctions-vermittelte Aktinfaserreorientierung von großer Bedeutung ist, wie die reduzier-
te Aktinfaserreorientierung in α-cateninfreien Zellen gezeigt hat. Die Adherens Junction-
vermittelte Aktinfaserreorientierung konnte in dieser Arbeit als zusa¨tzlicher Mechanis-
mus der Aktinfaserreorientierung identifiziert werden, welcher die Ausbildung kalzium-
abha¨ngiger Adha¨renzverbindungen voraussetzt und aufgrund dessen nur in konfluenten
Zellschichten unter Kalziumeinfluss aktiv ist. In diesen Zellen fu¨hrt er nicht nur zu einer
beschleunigten Reorientierung sondern sogar zu einer Erho¨hung der maximalen Aktin-
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Die menschliche Haut stellt mit ca. 2 m2 und einer Dicke von 1 bis 4 mm das gro¨ßte und
zugleich wichtigste Organ bei der Abwehr von externen Einflu¨ssen dar. Sie ist ta¨glich ei-
ner Vielzahl von chemischen, biologischen, thermischen sowie mechanischen Belastungen
ausgesetzt. Die Zellen der Haut bilden ein mehrschichtiges Epithel und sind durch die
Ausbildung eines intrazellula¨ren Zytoskeletts maßgeblich an der Aufrechterhaltung einer
intakten Schutzfunktion beteiligt. Das Zytoskelett besteht aus den drei Hauptkomponen-
ten Mikrofilamenten, Mikrotubuli und Intermedia¨rfilamenten, welche mit einer Vielzahl
von weiteren Proteinen assoziiert sind (siehe Abbildung 1).
Obwohl bereits bekannt ist, dass Sto¨rungen und Mutationen der Intermedia¨rfilamente
die Zell- und Gewebefragilita¨t beeinflussen und schwerwiegende Krankheiten auslo¨sen
ko¨nnen, ist der Einfluss dieser Filamente auf die mechanischen Eigenschaften von Zel-
len bislang nur unzureichend analysiert. Die in dieser Arbeit beschriebenen verglei-
chenden Untersuchungen von keratinfreien und nicht mutierten Kontroll-Keratinozyten
ermo¨glichen eine detaillierte Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften des In-
termedia¨rfilamentnetzwerkes. Neben einem intakten Zytoskelett sind der Zusammenhalt
der Zellen und die Ausbildung von Adha¨sionsstrukturen fu¨r die Schutzfunktion der Haut
von essentieller Bedeutung. Die interzellula¨ren Verbindungen werden u¨ber cadherinbasier-
te Adha¨sionsstrukturen aufgebaut. Aktinassoziierte Adha¨sionsverbindungen werden hier-
bei u¨ber Adherens Junctions generiert, keratinvermittelte Adha¨renzverbindungen u¨ber
Desmosomen. Die Ausbildung dieser Strukturen kann die mechanischen Eigenschaften
der Zellen vera¨ndern, weshalb in dieser Arbeit zur Anna¨herung an physiologische Be-
dingungen neben Einzelzellanalysen auch vergleichende Analysen von Zellschichten mit
verschiedenen genetischen Hintergru¨nden im Fokus stehen.
1.1 Aufbau, Funktion und epidermale Differenzierung der Haut
Als a¨ußere Schutzschicht ist die Haut in sta¨ndigem Kontakt und Austausch mit ihrer
Umgebung. Die Regulierung des Wasser- und Elektrolythaushalts, die Wa¨rmeregulierung
und der Stoffaustausch sowie der Schutz vor mechanischen Reizen sind hierbei nur einige
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Epidermis. Die Haut kann in die drei Schich-
ten Subcutis, Dermis und Epidermis unterteilt werden, wobei die Epidermis selbst wiederum in
vier Schichten gegliedert wird und u¨berwiegend aus Keratinozyten aufgebaut ist.
ihrer zahlreichen Aufgaben [1]. Histologisch kann die Haut in drei Schichten eingeteilt
werden. Die unterste Hautschicht, die Subcutis (Unterhaut), ist aus Fibroblasten, Ma-
krophagen und subkutanen Fettzellen aufgebaut und dient der Speicherung von Wa¨rme-
sowie Energiereserven. In die daru¨ber liegende Schicht, die Dermis (Lederhaut) sind Blut-
gefa¨ße, Schweiß- und Talgdru¨sen sowie Haarfolikel eingelagert. Ihre Hauptaufgabe ist die
Versorgung der ihr aufgelagerten Epidermis. Als oberste Schicht u¨bernimmt die Epidermis
(Oberhaut) Barriere- und Schutzfunktionen. Sie ist aus einem mehrschichtigen verhornten
Plattenepithel aufgebaut und besitzt keine Blutgefa¨ße, weshalb sie von der Dermis ver-
sorgt werden muss. Mit u¨ber 90% der Zellen bilden Keratinozyten den Hauptbestandteil
der Oberhaut (siehe Abbildung 1) [2].
Wa¨hrend der epidermalen Differenzierung durchwandern diese Zellen die Epidermis, wel-
che aufgrund des Differenzierungsgrades der Zellen in vier Schichten unterteilt wer-
den kann (siehe Abbildung 2) [2]. Das Stratum basale, die innerste Schicht (Basal-
schicht), bildet den Ausgangspunkt fu¨r die Neubildung und Proliferation von Zellen. Die
Keratinozyten entstehen hierbei durch Teilung mitotisch aktiver, epidermaler Stammzel-
len. In dieser Schicht sind die Zellen zylinderfo¨rmig, gleichma¨ßig angeordnet und mittels
Hemidesmosomen an der darunter liegenden Basalmembran verankert. Von hier aus be-
ginnen die Keratinozyten ihre Migration in Richtung Hautoberfla¨che. Mit Verlassen der
Basalschicht verlieren sie ihre Teilungsfa¨higkeit und ein Umbau der Zellen beginnt, welcher
sich durch eine Volumenzunahme a¨ußert. Im Stratum spinosum, der Stachelzellschicht,
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sind die Zellen u¨ber interzellula¨re Verbindungen miteinander assoziiert, was ihnen ein sta-
chelfo¨rmiges Aussehen verleiht. In der na¨chsten Schicht, dem Stratum granulosum, wird
das Innere der Zellen von Keratingranular dominiert. Der Umbau- und Verhornungspro-
zess nimmt immer weiter zu, bis die Zellen abgestorben und vollsta¨ndig verhornt sind.
Diese Zellen, die sogenannten Korneozyten, enthalten keinerlei Zellorganellen mehr und
bilden die a¨ußerste Schicht, das Stratum corneum (Hornschicht) [2] [3] (siehe Abbildung
2).
Abbildung 2: Schematischer Aufbau der Haut. Die Abbildung zeigt die beiden Haut-
schichten Dermis und Epidermis. Die Epidermis kann aufgrund des Differenzierungszustandes
der Zellen in vier Schichten unterteilt werden. Die blau gefa¨rbten Zellen skizzieren die Migra-
tion einer Keratinozyte, welche wa¨hrend ihrer Differenzierung die verschiedenen Hautschichten
durchla¨uft. Vera¨ndert nach [4].
Proliferation, Differenzierung und Apoptose sind wa¨hrend der epidermalen Differenzie-
rung sowohl ra¨umlich als auch zeitlich genau kontrolliert und durch die Expression spezi-
fischer Proteine charakterisiert [2]. Differenzierungsprozesse werden hierbei durch die Kal-
ziumionenkonzentrationen in der Epidermis reguliert. Die Konzentrationen variieren zwi-
schen den verschiedenen Schichten, was zur Ausbildung eines intraepidermalen Kalzium-
gradienten fu¨hrt. Hautkrankheiten, wie Psoriasis oder Plattenepithelkarzinome, welche
auf eine gesto¨rte epidermale Differenzierung zuru¨ckzufu¨hren sind, zeigen die große Bedeu-
tung einer pra¨zisen Kontrolle der kalziumabha¨ngigen Differenzierungsvorga¨nge [5] [6]. Die
Kalziumkonzentration ist im promitotischen Stratum basale am geringsten und steigt zu
den antimitotischen, oberen Schichten des Stratum granulosum hin an. Aufgrund der kal-
ziumabha¨ngigen Differenzierung ko¨nnen Proliferations- und Differenzierungsraten der Ke-
ratinozyten auch in vitro durch die Kalziumkonzentration im Medium reguliert werden. In
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vitro weisen die Zellen bei einer geringen Kalziumkonzentration von weniger als 0,05 mM
eine hohe Proliferationsrate, interzellula¨re Zwischenra¨ume und kaum interzellula¨re Kon-
takte auf [7]. Eine Erho¨hung der Kalziumkonzentration auf u¨ber 1,0 mM fu¨hrt in vitro zu
einer Umverteilung von Adha¨sionsproteinen, welche aus dem Zytoplasma zur Zellmem-
bran translozieren. Zudem bilden sich innerhalb von zwei Stunden interzellula¨re Kontakte
aus, welche das Zytoskelett benachbarter Zellen miteinander verbinden [7] [8].
1.2 Zusammensetzung und Funktion des Zytoskeletts
Beim Zytoskelett handelt es sich um ein aus Proteinen aufgebautes, intrazellula¨res Netz-
werk, welches fu¨r die Formgebung der Zelle, ihre mechanische Stabilita¨t sowie ihre elasti-
schen Eigenschaften verantwortlich ist. Zudem ist es an der Zellmigration, intrazellula¨ren
Transportmechanismen sowie der Zellteilung beteiligt. Die zytoskelettalen Proteine bil-
den ein dynamisches Netzwerk, welches durch Selbstorganisation flexibel auf- und abge-
baut werden kann. Hierbei kann das Zytoskelett in die drei Fasersysteme Mikrofilamen-
te, Intermedia¨rfilamente und Mikrotubuli unterteilt werden. Mikrotubuli sind gerichtete,
ro¨hrenfo¨rmige Proteinfilamente, welche aus α- und β-Tubulin Dimeren bestehen und einen
Durchmesser von 15-25 nm aufweisen. Sie durchlaufen permanent Poly- und Depolymeri-
sationsprozesse, wobei die Polymerisation am Plusende schneller verla¨uft. Ihr Minusende
ist an ein Mikrotubuli organisierendes Zentrum gebunden. Es sind zahlreiche Mikrotubuli-
assoziierte Proteine beschrieben, von denen die Motorproteine Dynein und Kinesin zu den
bekanntesten za¨hlen. Neben dem Stofftransport haben die Mikrotubuli eine Stu¨tzfunktion
und bilden den Spindelapparat zur Trennung der Chromosomen wa¨hrend der Zellteilung.
1.2.1 Aufbau und Funktion von Intermedia¨rfilamenten
Im Gegensatz zu Mikrotubuli und Mikrofilamenten besitzen die Intermedia¨rfilamente (IF)
keine Polarita¨t und bislang sind keine intermedia¨rfilamentassoziierten Motorproteine be-
kannt. Ihr Name leitet sich von ihrem Durchmesser ab, welcher mit 8 - 12 nm zwischen
dem der Mikrofilamente (7 nm) und dem der Mikrotubuli (15 - 25 nm) liegt. Die Haupt-
aufgabe der Intermedia¨rfilamente besteht in der Ausbildung eines stabilen zytoskelettalen
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Geru¨stes, welches die Integrita¨t des Gewebes und gleichzeitig eine schnelle Adaptation
an intrazellula¨re Prozesse und externe Reize gewa¨hrleistet [9]. Mit u¨ber 70 Genen, wel-
che fu¨r Intermedia¨rfilamente kodieren, za¨hlt die Genfamilie der Intermedia¨rfilamente zu
einer der gro¨ßten des humanen Genoms [10]. Durch die Translation von mindestens 74
funktionellen Proteinen wird eine hohe Diversita¨t und eine große Varianz in der Gro¨ße
der Intermedia¨rfilamente von 40 - 240 kDa erreicht [11]. Anhand ihrer Struktur und Ge-
webeverteilung werden die Intermedia¨rfilamente in sechs Typen unterteilt. Die 28 sauren
Typ I und die 26 basischen Typ II-Intermedia¨rfilamente za¨hlen beide zu den epithelialen
Intermedia¨rfilamenten und bilden gemeinsam die Gruppe der Keratine. Da sich diese Ar-
beit im Weiteren mit der detaillierten Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften
und Funktionen von Keratinen bescha¨ftigt, wird der Aufbau von Intermedia¨rfilamenten
exemplarisch am Beispiel der Keratine im Folgenden na¨her beschrieben.
1.2.1.1 Zusammenlagerung und Expression von Keratinen
Keratine sind auf zwei Gencluster aufgeteilt. Die sauren Typ I Keratine 9-28 sowie die
Keratine 31-40 sind im ersten Gencluster auf dem murinen Chromosom 11 lokalisiert,
die basischen Typ II Keratine 1-8, die Keratine 71-74 sowie die Keratine 81-86 sind
in einem zweiten Gencluster auf dem Chromosom 15 lokalisiert [12]. Der Aufbau von
Keratinfilamenten erfolgt aus Heterodimeren, welche sich jeweils aus einem sauren und
einem basischen Keratin zusammensetzen. Obwohl Intermedia¨rfilamente insgesamt sehr
heterogen in Gro¨ße, Prima¨rstruktur und Regulation sind, ist ihnen allen eine zentrale,
hoch konservierte alpha-helikale ”Rod“-Doma¨ne gemein, welche am N-terminalen Kopf-
sowie am C-terminalen Schwanzende von einer nicht helikalen Doma¨ne flankiert wird.
Die zentrale alpha-helikale Doma¨ne beinhaltet ein sich wiederholendes ”heptad“-Motiv,
welches an bestimmten Stellen von drei kurzen, hoch konservierten Linkersequenzen L1,
L12 und L2 unterbrochen ist (siehe Abbildung 3). Die flankierenden Endbereiche sind
sehr variabel und spielen bei der Zusammenlagerung, Organisation und Regulation von
Intermedia¨rfilamenten eine entscheidende Rolle.
Durch die zahlreichen posttranslationalen Modifikationsstellen in der Kopf- und Schwanz-
doma¨ne sowie die Interaktion mit anderen Proteinen in diesen Bereichen erlangen die un-
terschiedlichen Keratine ihre spezifischen Eigenschaften und die hohe funktionelle Diver-
sita¨t der verschiedenen Keratinpaare [14] [15] [16] [17]. Posttranslationale Modifikationen
wie Phosphorylierung, Acetylierung oder Ubiquitinierung regulieren die Eigenschaften der
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Abbildung 3: Strukturelle Gliederung von Intermedia¨rfilamenten. Die schematische
Darstellung eines Intermedia¨rfilamentes zeigt die zentrale alpha-helikale Doma¨ne, welche von
den drei Linkersequenzen L1, L12 und L2 unterbrochen ist und von einer nicht helikalen Kopf-
und Schwanzdoma¨ne flankiert wird. Vera¨ndert nach [13].
Keratine isotypspezifisch und ko¨nnen die Organisation des gesamten Keratinnetzwerkes,
seinen Auf- bzw. Abbau sowie die Interaktion mit Adha¨renzstrukturen und assoziierten
Proteinen beeinflussen [15].
Die zentrale alpha-helikal ”Rod“-Doma¨ne vermittelt die Selbstassemblierung zweier
Keratin-Monomere zu einem stabilen coiled-coil Dimer [18]. Bei der Assemblierung von
Keratinfilamenten kommt es hierbei durch die laterale Anlagerung eines sauren Typ I
und eines basischen Typ II Keratins zur Bildung von Heterodimeren. Durch laterale,
anti-parallele Anlagerung zweier Heterodimere entstehen im na¨chsten Schritt apolare Te-
tramere, welche sich wiederum zu acht zusammenlagern und Protofibrillen ausbilden. Die-
se ho¨her geordneten Oligomere besitzen eine La¨nge von ca. 60 nm und einen Durchmesser
von ca. 16 nm und werden als sogenannte Einheitsla¨ngenfilamente (englisch: unit length
filaments) bezeichnet. Durch longitudinale Anordnung mehrerer Einheitsla¨ngenfilamente
entstehen Strukturen mit einer La¨nge von mehreren 100 nm. Intrafilamento¨se Umstruk-
turierungen fu¨hren zu einer radialen Kompaktion und damit einhergehend zu einer Ver-
ringerung des Filamentdurchmessers auf 10-12 nm [19] (siehe Abbildung 4).
Das Expressionsmuster der Keratine sowie die Zusammensetzung der Keratinpaare gibt
Aufschluss u¨ber den Differenzierungsgrad der Zellen in vivo und ist spezifisch fu¨r die
verschiedenen Hautschichten. Wa¨hrend der migrativen Differenzierungsprozesse der Ke-
ratinozyten vera¨ndert sich das Expressionsprofil von Zytokeratinen mit einer geringen
Masse von 46-58 kDa in basalen Schichten hin zu gro¨ßeren Keratinen, mit einer Masse
von 63-67 kDa, in apikalen Schichten. Auch der Anteil von Keratin an der Gesamtprotein-
menge steigt hierbei von anfa¨nglichen 30% auf 85% in apikalen Schichten an [20] [21]. Die
Zusammensetzung der Keratinpaare unterscheidet sich in den unterschiedlichen Gewebe-
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zusammenlagerung von Interme-
dia¨rfilamenten. Durch die antiparallele Anlagerung zweier Intermedia¨rfilamentdimere entste-
hen Tetramere, welche sich zu Einheitsla¨ngen-Filamenten zusammenlagern und durch longitu-
dinale Anlagerung weiterer Filamente Intermedia¨rfilamente bilden. Vera¨ndert nach [10].
schichten. Basale Schichten der Epidermis exprimieren die Keratine 5, 14 und 15, welche
wa¨hrend der Differenzierung in ho¨heren Schichten durch die Keratine 1 und 10 ersetzt
werden [21]. Das Expressionsmuster wird durch Wundheilungs- und Regenerationsprozes-
se unterbrochen. Diese Prozesse erfordern eine sta¨rkere Proliferation und Migration der
Zellen, was eine Aufhebung der Zell-Zell-Kontakte voraussetzt. In diesem Fall wird die
Expression der suprabasalen Keratine 1 und 10 deutlich reduziert, wa¨hrend die Keratine
6, 16 und 17 hochreguliert werden [22].
1.2.1.2 Der Keratin-Zyklus: Nukleation, Elongation, Integration und Reifung
Um eine hohe Widerstandsfa¨higkeit zu erlangen und gleichzeitig flexibel und dynamisch zu
bleiben, ist das Keratinnetzwerk nicht statisch, sondern unterliegt sta¨ndigen Umbaupro-
zessen und einer permanenten Fluktuation, welche als Keratin-Zyklus beschrieben werden
[9]. Die Umbauprozesse werden durch zwei Prozesse bewerkstelligt. Zum einen werden Tei-
le des bestehenden Keratinnetzwerkes vollsta¨ndig degradiert und durch den Einbau neu
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synthetisierter Filamente ersetzt, zum anderen lo¨sen sich Keratinoligomere aus dem Netz-
werk und stehen in peripheren Bereichen fu¨r den Wiedereinbau zur Verfu¨gung. Der genaue
Mechanismus ist bislang noch nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Es wird jedoch vermutet, dass
der Keratin-Zyklus eine Kombination dieser beiden Prozesse ist, wobei die energetisch
gu¨nstigere Umlagerung von Keratinpartikeln hierbei bevorzugt wird [9] [23].
Der Keratin-Zyklus beginnt mit der Nukleation von Keratinpartikeln in der Zellperipherie,
ha¨ufig in der Na¨he von Fokaladha¨sionen [24]. Wa¨hrend einer stetigen, aktinabha¨ngigen,
zentripetalen Translokation dieser Partikel erfolgt ihre Elongation. Aufgrund der Apola-
rita¨t der Filamente erfolgt die Elongation zeitgleich an beiden Filamentenden [23]. Er-
reichen die Keratinfilamente das bereits bestehende Keratinnetzwerk, so werden sie als
weitere Verzweigung in das periphere Keratinnetzwerk integriert. Wa¨hrend der anhal-
tenden zentripetalen Translokation werden sie immer sta¨rker gebu¨ndelt, was zu einer
Erho¨hung der Stabilita¨t und einer Reduzierung der Fluktuation fu¨hrt. Hierbei reifen sie
und bilden ein dichtes, stabiles Netzwerk aus, welches den Zellkern umgibt. Zusa¨tzliche
Stabilita¨t erlangen sie durch die Verankerung in Adha¨sionsstrukturen wie Desmosomen
oder Hemidesmosomen.
Ein Teil der Keratinpartikel verla¨sst den Zyklus, bevor er die Reifung zu stabilen Kera-
tinfilamenten erfa¨hrt. Die Partikel lo¨sen sich aus dem Netzwerk und zerfallen zu lo¨slichen
Oligomeren, welche fu¨r die Nukleation in der Zellperipherie erneut zur Verfu¨gung ste-
hen (siehe Abbildung 5). Durch diese Wiederverwertung wird gewa¨hrleistet, dass ohne
den Energieaufwand einer aufwa¨ndigen Neu-Biosynthese stets ausreichend Keratinparti-
kel fu¨r die dynamischen Prozesse des flexiblen und zugleich stabilen Keratinnetzwerkes
zur Verfu¨gung stehen [23]. Eine weitere Mo¨glichkeit zur Umstrukturierung des Keratin-
netzwerkes ist die vollsta¨ndige Degradierung der Keratin-Polypeptide, bei welcher die
Filamente nach Ubiquitinierung proteosomal degradiert werden und eine anschließende
Neusynthese der Filamente erfolgt [25].
Die aktinabha¨ngige Translokation der Keratinfilamente wa¨hrend des Keratinzyklus
ist vermutlich auf die Anwesenheit von filamentu¨bergreifenden Adapterproteinen
zuru¨ckzufu¨hren. Diese Strukturen sind besonders bei der Positionierung und Organi-
sation des Zytoskeletts von Bedeutung [26]. Sie verbinden die Filamente des Zytoske-
letts untereinander und verknu¨pfen sie mit Adha¨sionsstrukturen. Das Protein Plectin
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Keratinzyklus. Der Keratinzyklus beginnt
mit der Nukleation von Keratinfilamenten in der Na¨he von Fokaladha¨sionen. Es folgen die Elon-
gation und der Einbau der Filamente in das bereits bestehende Keratinnetzwerk. Nach der
Bu¨ndelung erfolgt die Reifung der Filamente die mit ihrer radialen Kompaktion einhergeht,
oder der Abbau der Filamente. Nach dem Abbau stehen die Keratinpartikel fu¨r eine erneute
Nukleation in der Zellperipherie zur Verfu¨gung. Vera¨ndert nach [23].
ist mit Intermedia¨rfilamenten assoziiert und verbindet diese mit anderen zytoskelettalen
Komponenten [26]. Plectin kommt im Zytoplasma fast aller eukaryotischen Zellen vor
und ist an der Keratinfilamentbu¨ndelung, der Keratinfilamentverzweigung und der Ver-
knu¨pfung des Keratinnetzwerkes mit hemidesmosomalen Integrinen beteiligt [27] [28] [29].
Der Verlust von Plectin kann zu schweren Krankheiten wie Epidermolysis bullosa simplex
fu¨hren, welche durch die fehlende Verbindung zwischen dem Keratinnetzwerk und den
Adha¨sionsstrukturen hervorgerufen wird [30].
1.2.2 Aufbau und Funktion von Mikrofilamenten
Mikrofilamente werden aus dem Strukturprotein Aktin aufgebaut und dienen der Stabili-
sierung und Formgebung der Zelle. Die Aktinfasern bilden ein dreidimensionales, die Zelle
durchspannendes Netzwerk mit einem Filamentdurchmesser von 7 nm. Hierbei handelt
es sich um flexible, doppel-helikale Strukturen, welche aus globula¨ren Aktinmonomeren
(G-Aktin) aufgebaut sind, die sich durch adenosintriphosphatabha¨ngige Polymerisation
zu filamento¨sem Aktin (F-Aktin) zusammenlagern. Die Mikrofilamente weisen eine Orien-
tierung auf, da die Polymerisierung von globula¨rem Aktin zwar an beiden Enden gleich-
zeitig ablaufen kann, jedoch mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten. So polymerisiert
9
1. Einleitung
das schnell wachsende Plusende mit einer ho¨heren Geschwindigkeit als das langsamer
wachsende Minusende.
Unterhalb der Plasmamembran bilden Aktinfilamente ein dichtes, dreidimensionales
Geru¨st, das sogenannte kortikale Aktin. Dieses wird u¨ber Verbindungsproteine wie Fi-
lamin zu einem stabilen Netzwerk verknu¨pft und dient dazu, Transmembranproteine an
bestimmten Positionen zu lokalisieren. U¨ber Myosine werden Kurzstreckentransporte von
Vesikeln entlang der Aktinfilamente bewerkstelligt. Die Bu¨ndelung von 10-30 Aktinfila-
menten fu¨hrt zur Bildung von Stressfasern [31] [32] (siehe Abbildung 6).
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Aktinpolymerisation und -
netzwerkbildung. (A) Globula¨res Aktin polymerisiert zu filamento¨sem Aktin. Am Plusende
verla¨uft die Polymerisierung, am Minusende die Depolymerisierung schneller. (B) Bildung von
Stressfasern durch die Verknu¨pfung mehrerer Aktinfasern u¨ber Proteine wie beispielsweise
α-Actinin. (C) Verknu¨pfung von Aktinfasern durch Filamin und andere Proteine fu¨hrt zur
Bildung des kortikalen Aktinnetzwerkes. Vera¨ndert nach [33].
Durch die Anlagerung von weiteren Proteinen wie α-Actinin, Fascin oder Filamin kommt
es zur Kreuzvernetzung der Filamente. Myosin und α-Actinin zeigen eine periodische Ver-
teilung entlang der gesamten Stressfaser [34], wie sie auch in anderen kontraktilen Struk-
turen beobachtet werden kann. Myosin ist aus einer Schwanzdoma¨ne und einer globula¨ren
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Kopfdoma¨ne aufgebaut. Die Kopfdoma¨ne weist Bindestellen fu¨r Adenosintriphosphat und
Aktin auf und ist im 90 ° Winkel zur Schwanzdoma¨ne ausgerichtet. Durch Hydrolyse von
Adenosintriphosphat zu Adenosindiphosphat und Phosphat und der anschließenden Frei-
setzung dieser Substanzen, kommt es zu einer Konformationsa¨nderung des Myosinkopfes.
Dieser richtet sich hierbei in einer Art Schlagbewegung im 45 ° Winkel zur Schwanzdoma¨ne
aus. U¨ber diesen sogenannten Querbru¨ckenzyklus ist Myosin in der Lage, sich relativ ge-
gen Aktin zu bewegen, was durch die Bindung der Myosinko¨pfe an Aktinfilamente in einer
Verschiebung der antiparallel gerichteten Aktinfasern und einer Kontraktion der Stressfa-
sern resultiert. Die antiparallele Anordnung der Aktinfilamente ist hierbei Voraussetzung
fu¨r den kontraktilen Mechanismus. Neben den antiparallel angeordneten Fasern werden
jedoch auch gestaffelte und parallele Konformationen beschrieben [35].
Die Stressfasern werden anhand ihrer Lage innerhalb der Zelle in drei Klassen eingeteilt
[36]. Die transversalen Bo¨gen sind nicht mit Fokaladha¨sionen assoziiert und verlaufen
bogenfo¨rmig, parallel zur Lamelle. Die dorsalen Stressfasern verlaufen von der Lamelle
ins Zellinnere. Sie sind an einem Ende an eine Fokaladha¨sion gebunden, wa¨hrend das
andere Ende frei ins Zytoplasma ragt und sich dort verzweigt. Die ventralen Stressfasern
sind die ha¨ufigste Faserform. Sie durchspannen die gesamte Zelle und sind an beiden
Enden mit Fokaladha¨sionen assoziiert, weshalb sie besonders fu¨r die Zelladha¨sion und
Kontraktion von Bedeutung sind [37].
1.3 Zellula¨re Adha¨sionen
Die zellula¨re Adha¨sion ist die Voraussetzung fu¨r die Entstehung multizellula¨rer Orga-
nismen und entscheidend fu¨r die Aufrechterhaltung der mannigfaltigen Funktionen der
Haut. Sie ist bei der Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen von großer
Bedeutung. Der Auf- und Abbau von Adha¨renzverbindungen ist wa¨hrend der Differenzie-
rung der Zellen oder der Wundheilung ein sta¨ndiger, dynamischer Prozess, welcher pra¨zise
kontrolliert und reguliert werden muss, da Defekte durch Adherens Junctions vermittelte
Zell-Zell-Kontakte zu Hyperproliferation und Krebs, Sto¨rungen desmosomaler Struktu-
ren zu degenerativen Krankheiten wie ektodermaler Dysplasie fu¨hren ko¨nnen [38]. Die
Adha¨sionsstrukturen gehen intrazellula¨re, filamentspezifische Bindungen ein, welche ei-
ne Umstrukturierung des Zytoskeletts und eine Induktion von Signalkaskaden auslo¨sen
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ko¨nnen. Man unterscheidet zwischen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adha¨sionen.
1.3.1 Struktur und Funktion von Zell-Zell-Adha¨sionen
An der funktionellen Zusammenlagerung mehrerer Zellen zu einer intakten Zellschicht
sind die interzellula¨ren Adha¨renzverbindungen Desmosomen und Adherens Junctions (AJ)
maßgeblich beteiligt. Diese Strukturen verbinden die verschiedenen Komponenten der
Zytoskelette der einzelnen Zellen filamentspezifisch miteinander und regulieren die Mor-
phogenese und Zellpositionierung im epithelialen Gewebe [39]. Die zentralen Proteine
der kalziumvermittelten Zell-Zell-Adha¨sion sind Cadherine. Ihr Name leitet sich aus dem
englischen Begriff fu¨r kalziumabha¨ngige Adha¨sionsstrukturen (calcium-dependent cell ad-
hesion) ab. Die Familie der Cadherine kann in sieben Gruppen eingeteilt werden. Hier-
bei wird zwischen den klassischen und den desmosomalen Cadherinen sowie den Proto-
cadherinen, den cadherin-a¨hnlichen Signalproteinen, den Proteinkinase-Cadherinen und
den 7-Transmembran-Cadherinen unterschieden. Zu den klassischen Cadherinen za¨hlen
E-Cadherin, P-Cadherin, N-Cadherin und VE-Cadherin, die nach ihrem Vorkommen im
epithelialen (E-Cadherin), plazentaren (P-Cadherin) bzw. neuronalen (N-Cadherin) und
vaskula¨r-endothelialen (VE-Cadherin) Gewebe benannt wurden.
Klassische Cadherine sind als Homodimer aufgebaut und ko¨nnen als Transmembranpro-
teine in einen extra- und einen intrazellula¨ren Bereich gegliedert werden. Die extrazel-
lula¨re Doma¨ne ist bei klassischen Cadherinen aus fu¨nf bis sechs repetitiven Cadherin-
Doma¨nen aufgebaut. Zwischen jedem Cadherinpaar sind Kalziumionen lokalisiert, welche
die Polypeptidkette stabilisieren und versteifen. Je mehr Kalziumionen gebunden sind,
desto steifer wird die Struktur [40]. In Abwesenheit von Kalziumionen wird der extrazel-
lula¨re Teil der Cadherine instabil und kann leicht von proteolytischen Enzymen abgebaut
werden (siehe Abbildung 7). Die initiale Cadherin-Dimerisierung ist folglich ein kalziu-
mabha¨ngiger Prozess, welcher durch die Kalziumionenkonzentration reguliert wird [41].
Man unterscheidet zwischen den cadherinvermittelten Adha¨renzverbindungen Adherens
Junctions und Desmosomen. Adherens Junctions sind mit dem Aktinnetzwerk verknu¨pft,
wa¨hrend Desmosomen mit dem IF-Netzwerk assoziiert sind. Beiden gemein ist ein drei
geteilter Aufbau aus einem transmembranen Cadherin, Proteinen der Amadillo-Familie
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Abbildung 7: Kalziumabha¨ngige Dimerisierung von Cadherinen. Die extrazellula¨re
Cadherindoma¨ne besteht aus fu¨nf repetitiven Doma¨nen, zwischen welche Kalziumionen anlagern
ko¨nnen. Bei Kalziumkonzentrationen unter 0,05 mM steht die extrazellula¨re Doma¨ne nicht unter
Spannung. Erst durch die Anlagerung von Kalziumionen bei Kalziumkonzentrationen u¨ber 1,0
mM versteift die extrazellula¨e Doma¨ne und Cadherindimere ko¨nnen ausgebildet werden, welche
mit Dimeren benachbarter Zellen assoziieren ko¨nnen. Hierbei kommt es zu einer schwachen
Bindung mit einer hohen Kinetik zwischen den extrazellula¨ren Doma¨nen 1-3 von Cadherinen
benachbarter Zellen [42] [43].
und zytoskelettalen Adapterproteinen, welche die Adha¨sionsstruktur mit dem Zytoskelett
verknu¨pfen. Desmosomen treten als mehrschichtige, symmetrische Strukturen zwischen
den lateralen Membranen zweier benachbarter Zellen auf. Ihre Stabilisierung und Loka-
lisierung in der Zellmembran wird durch die Verbindung mit intrazellula¨ren Keratinfila-
menten reguliert [44]. Desmosomen sind aus den transmembranen Cadherinen Desmoglein
und Desmocollin aufgebaut, deren N-terminale Enden im interzellula¨ren Spalt die Ver-
bindung zu desmosomalen Strukturen der Nachbarzelle herstellen. Ihr C-Terminus ist
im desmosomalen Plaque lokalisiert und stellt die Bindestelle fu¨r die Amadilloproteine
Plakoglobin und Plakophilin dar. Diese wiederum rekrutieren Desmoplakin, welches den
desmosomalen Plaque direkt mit dem IF-Zytoskelett verbindet (siehe Abbildung 8).
Bei desmosomalen Verbindungen handelt es sich um sehr robuste, laterale Verbindungen,
welche wa¨hrend der Zellmigration und Differenzierung sta¨ndigen dynamischen Umbaupro-
zessen unterliegen. Das Expressionsmuster der Desmogleine und Desmocolline vera¨ndert
sich bei der epidermalen Differenzierung. In den basalen Schichten werden Desmoglein
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von Desmosomen. Die Transmembranproteine
Desmocollin und Desmoglein sind die zentralen Bestandteile von Desmosomen. Extrazellula¨r
sind sie mit Desmogleinen und Desmocollinen benachbarter Zellen assoziiert, intrazellula¨r sind
sie an Plakoglobine sowie Plakophiline gebunden und u¨ber Desmoplakine an das Keratinnetzwerk
gekoppelt. Vera¨ndert nach [45].
2 und 3 sowie Desmocollin 2 und 3 exprimiert, wa¨hrend es in den suprabasalen Schich-
ten vor allem Desmoglein 1 und 4 sowie Desmoscollin 1 sind (siehe Abbildung 9) [46]
[47]. Dies geht einher mit einem deutlichen Anstieg der Anzahl desmosomaler Verbindun-
gen wa¨hrend der Stratifizierung zur Gewa¨hrleistung der Widerstandsfa¨higkeit gegenu¨ber
mechanischen Belastungen und externen Reizen.
Die epidermalen Adha¨sionsverbindungen Adherens Junctions sind aus den klassischen,
transmembranen E- und P-Cadherinen aufgebaut, welche intrazellula¨r mit zahlrei-
chen Bindungspartnern assoziiert sind. Fu¨r diese Adha¨sionsverbindungen wird ein
dreischichtiger Aufbau beschrieben, welcher sich aus einer signalu¨bertragenden, einer
kraftu¨bertragenden und einer aktinregulierenden Schicht zusammensetzt [48]. Als aktin-
bindendes Protein stellt Vinculin eine wichtige Verbindung zwischen Aktin und trans-
membranen Integrin sowie Cadherin-Komplexen her. Bei Vinculin handelt es sich um ein
117 kDa großes Strukturprotein, welches 1980 als Protein am distalen Ende von Mikro-
filamenten entdeckt wurde [49]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Vinculin sowohl in
Fokaladha¨sionen als auch in Adherens Junctions lokalisiert ist. [50]. Sein Name leitet sich
aus dem lateinischen Wort vinculum ab, was so viel wie Seil oder Fessel bedeutet und sei-
ne Aufgabe als Adapterprotein zwischen Transmembranproteinen und dem Aktinnetzwerk
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Abbildung 9: Intraepidermale Gradienten desmosomaler Proteine. Die schematische
Abbildung zeigt den vierschichtigen Aufbau der Epidermis sowie die Zell-Zell-Adha¨sionen u¨ber
Desmosomen und die Zell-Matrix-Adha¨sionen u¨ber Hemidesmosomen. Rechts im Bild ist der
Gradient der desmosomalen Adha¨sionsproteine Desmoglein (Dsg) 1, 2, 3, 4 und Desmocolin
(Dsc) 1, 2, 3 dargestellt. Vera¨ndert nach [46].
beschreibt. In dieser Funktion ist Vinculin ein zentraler Bestandteil von Fokaladha¨sionen
und Adha¨renzverbindungen wie Adherens Junctions, weshalb es ha¨ufig als Marker dieser
beiden Adha¨renzstrukturen verwendet wird.
Das dreigeteilte Protein kann in eine globula¨re Kopfdoma¨ne, ein prolinreiches Verbin-
dungsstu¨ck und eine Enddoma¨ne gegliedert werden [51]. An der Kopfdoma¨ne sind zahl-
reiche Bindestellen fu¨r Talin, α-Actinin sowie α-Catenin lokalisiert. Die prolinreiche Re-
gion beinhaltet Bindestellen fu¨r VASP, Arp2/3 und Vinexin, wa¨hrend die Enddoma¨ne
Bindestellen fu¨r Aktin, Paxillin und PIP2 aufweist (siehe Abbildung 10). Bakolitsa konn-
te 2004 zeigen, dass Vinculin in fu¨nf Doma¨nen unterteilt werden kann, von denen die
Kopfdoma¨nen 1-3 die Enddoma¨ne 5 in der inaktiven Konformation von Vinculin fest ge-
bunden haben, was zu einer Maskierung zahlreicher Bindestellen fu¨hrt [52]. Erst eine in-
trazellula¨re Aktivierung fu¨hrt zu einer Konformationsa¨nderung, wodurch die Bindestellen
fu¨r verschiedene Proteine freigegeben werden [53]. Wa¨hrend Vinculin in der aufgefalteten
Konformation in Fokaladha¨sionen lokalisiert ist, verbleibt die gefaltete, intramolekular
assoziierte Form im Zytoplasma [54]. Hierbei liegt stets ein intrazellula¨res Gleichgewicht
aus aktiver und inaktiver Form vor.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Proteins Vinculin. Das Protein Vincu-
lin ist in fu¨nf Doma¨nen unterteilt, welche jeweils spezifische Bindestellen fu¨r spezielle Proteine
aufweisen. Die Kopfdoma¨nen D1-D4 sind u¨ber ein prolinreiches Verbindungsstu¨ck mit der End-
doma¨ne D5 verbunden. Vera¨ndert nach [40].
Die Funktion von Vinculin ist in Fokaladha¨sionen und Adherens Junctions vergleichbar
und dient der Stabilisierung und Sta¨rkung der Strukturen. Durch die Bindung an Ta-
lin (in Fokaladha¨sionen) bzw. α-Catenin (in Adha¨renzverbindungen) stabilisiert Vinculin
den aufgespannenten Zustand dieser Proteine, selbst wenn die eigentlich hierfu¨r notwen-
dige Spannung nachla¨sst, sodass zahlreiche Proteinbindestellen zuga¨nglich bleiben [55].
Gleichzeitig fu¨hrt Vinculin in beiden Strukturen durch die Rekrutierung von aktinbin-
denden Proteinen zu einer lokalen Umstrukturierung des Aktinnetzwerkes [56] [57] [48].
Neben Vinculin ist α-Catenin ein essentieller, intrazellula¨rer Bestandteil von
Adha¨renzverbindungen und wird ebenfalls als mechanosensitives Protein beschrieben [58].
Aufgrund von Strukturhomologien mit dem Protein Vinculin, erfolgte eine einheitliche Be-
nennung der Doma¨nen dieser beiden Proteine. Da das Protein Vinculin fu¨nf, α-Catenin
jedoch nur vier Doma¨nen besitzt, fehlt die Doma¨ne D2 im Letzteren [59]. In der ersten
Doma¨ne (D1a, D1b) des α-Catenins, am N-Terminus, sind Bindestellen fu¨r β-Catenin
lokalisiert, in der zweiten Doma¨ne (D3a, D3b) Interaktionsdoma¨nen fu¨r Vinculin und α-
Actinin [60] [59]. Die dritte Doma¨ne (D4) weist ein Bindemodul fu¨r Afadin auf, wa¨hrend in
der vierten, C-terminalen Doma¨ne (D5) Bindedoma¨nen fu¨r F-Aktin und ZO-1 lokalisiert
sind (siehe Abbildung 11)[61] [62] [63].
Seine Mechanosensitivita¨t erlangt α-Catenin durch die intramolekulare Interaktion der
zweiten und dritten Doma¨ne (D3a und D4), welche unter Spannung aufgelo¨st wird und
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Abbildung 11: Schematische Darstellung von α-Catenin. Das α-Catenin bindet u¨ber
seine D1-Doma¨ne an β-Catenin und u¨ber seine D5-Doma¨ne an F-Aktin. Die intramolekulare
Verbindung der D4-und D3-Doma¨ne wird unter Spannung aufgelo¨st, wodurch Bindestellen fu¨r
Vinculin, Afadin und α-Aktinin freigegeben werden. Vera¨ndert nach [40].
dadurch Bindestellen fu¨r Vinculin und andere Proteine freigibt [40] [64]. Die dehnungs-
abha¨ngige Konformationsa¨nderung von α-Catenin erlaubt eine Interaktion mit Vinculin,
wodurch die Verbindung zwischen Adha¨renzverbindung und Aktinnetzwerk versta¨rkt wird
[64].
Zudem bietet α-Catenin mit seinen zahlreichen Bindestellen eine spannungsabha¨ngige
Plattform fu¨r die Assemblierung von F-Aktin organisierenden Proteinen wie Formin-
1, α-Actinin oder dem Vasodilatator-stimulierten Phosphoprotein (VASP) [40]. Das
Protein α-Catenin ist hierbei in der Lage, Kra¨fte zwischen dem Zytoskelett und
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den Adha¨renzverbindungen zu u¨bertragen, wobei der genaue Mechanismus noch nicht
vollsta¨ndig aufgekla¨rt ist [64] [65].
Die Ausbildung von kalziumabha¨ngigen Adha¨renzverbindungen beginnt mit der Dimeri-
sierung von Cadherinen zweier benachbarter Zellen am extrazellula¨ren N-Terminus. Die
hierbei entstehenden Dimere sind homophil, nur in wenigen Ausnahmefa¨llen ist die Aus-
bildung von heterophilen Dimeren bekannt [66]. Am intrazellula¨ren C-Terminus der Cad-
herine lagern sich Ankerproteine wie α-, β-Catenin oder Vinculin an, welche die Cadherine
mit dem Aktinnetzwerk der Zelle verbinden (siehe Abbildung 12). Hierbei werden durch
die Ausbildung von Zell-Zell-Adha¨sionskomplexen F-Aktin-regulierende Signalwege und
Aktin-Regulatoren wie Arp2/3, N-WASP oder Formin-1 aktiviert, wodurch es zu einer
Umstrukturierung des Aktinnetzwerkes kommt [40].
Abbildung 12: Schematischer Aufbau der Adherens Junction. Die transmembranen
Cadherine sind u¨ber ihre extrazellula¨re Doma¨ne mit Cadherinen benachbarter Zellen verbunden.
Intrazellula¨r sind sie an α- und β-Catenine gebunden und u¨ber Letztere an das zytoskelettale
Aktinnetzwerk gekoppelt. Vera¨ndert nach [45].
Twiss und Rooij beschreiben die Ausbildung und Reifung der Adha¨renzverbindungen
wie folgt: Ausgelo¨st durch den Kontakt von Cadherinen benachbarter Zellen kommt es
zur Ausbildung von sogenannten fokalen Adha¨renzverbindungen (focal adherens junction
FAJ). Hierbei handelt es sich um punktfo¨rmige Strukturen, welche eine hohe A¨hnlichkeit
zu Fokaladha¨sionen aufweisen, wie diese an radiale F-Aktinbu¨ndel gekoppelt sind und
das Adha¨sionsprotein Vinculin beinhalten. Wa¨hrend der Reifung der FAJ zu linearen
Adha¨renzverbindungen (LAJ) kommt es zu einer Umstrukturierung des Aktinnetzwerkes.
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Die basolateralen LAJ binden hierbei parallel orientierte Aktinbu¨ndel, wodurch sie im
Vergleich zu FAJ weniger stark unter Spannung stehen. Das mechanosensitive α-Catenin
liegt deshalb in ungedehnter Konformation vor, wodurch das Adha¨sionsprotein Vincu-
lin nicht la¨nger gebunden werden kann. Durch die Polarisierung der epithelialen Zellen
reifen die LAJs zu Zonula-Adha¨renzverbindungen (ZAJ), welche mit dem apikalen Ak-
tingu¨rtel der Zellen verbunden sind. Dadurch liegt α-Catenin in diesen Verbindungen in
aufgespannter Form vor und Vinculin kann wieder an den Komplex binden (siehe Ab-
bildung 13) [40]. Die Kopplung an das Actomyosin-Netzwerk ist fu¨r die Stabilisierung
der Adha¨renzverbindung von großer Bedeutung, da so Spannungen am Zell-Zell-Kontakt
auf das Zytoskelett u¨bertragen werden ko¨nnen und der Zell-Zell-Kontakt dadurch selbst
weniger Stress erfa¨hrt und so weniger stark belastet wird [67].
Abbildung 13: Reifung von Adherens Junctions. Die schematische Darstellung zeigt die
Entwicklung von fokalen Adherens Junctions zu basolateralen linearen Adha¨renzverbindungen,
welche nach Polarisierung der Zellen mit dem apikalen Aktingu¨rtel verbunden sind und Zonula
Adherens Junctions bilden. Mit der Reifung der Adha¨renzverbindungen geht eine Umstruktu-
rierung des Aktinnetzwerkes einher. Das Protein Vinculin kann nur an aufgespanntes α-Catenin
in fokalen Adherens Junctions und Zonula Adherens Junctions binden, in linearen Adherens
Junctions ist α-Catenin entlastet und daher fehlt Vinculin dort. Vera¨ndert nach [40].
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1.3.2 Struktur und Funktion von Zell-Matrix-Adha¨sionen
Neben den zellula¨ren Adha¨renzverbindungen spielen die Zell-Matrix-Adha¨sionen eine
wichtige Rolle fu¨r die Aufrechterhaltung der Haut und sind besonders bei der Zellmigrati-
on von großer Bedeutung. Zell-Matrix-Adha¨sionen verbinden Zellen mit ihrer umgebenden
extrazellula¨ren Matrix und weisen, wie bereits fu¨r Zell-Zell-Adha¨sionen beschrieben, einen
dreigeteilten Aufbau auf.
Essentieller Bestandteil der Zell-Matrix-Adha¨sionen sind die transmembranen Integrine.
Ihre extrazellula¨re Doma¨ne bindet sequenzspezifisch an Liganden in der extrazellula¨ren
Matrix, ihre intrazellula¨re Doma¨ne ist u¨ber Ankerproteine indirekt an das Zytoskelett der
Zelle gekoppelt. Aufgebaut sind Intergine jeweils aus einer α- und einer β-Untereinheit,
welche zu nichtkovalenten Dimeren zusammengelagert sind. Diese ko¨nnen abha¨ngig von
der Interaktion mit Bindungspartner in einer gebogenen oder einer aufrechten Konfor-
mation vorliegen. Die aufrechte Konformation wird hierbei durch die Bindung an Talin
versta¨rkt, wodurch die zytoplasmatischen Enden der α- und β-Integrinuntereinheiten ge-
trennt werden und fu¨r die Bindung mit weiteren Proteinen zur Verfu¨gung stehen [68].
Bislang sind mindestens 24 verschiedene Integrinkomplexe bekannt, welche aus den 18
Isoformen der α- und den 8 Isoformen der β-Untereinheit aufgebaut werden ko¨nnen (Hy-
nes 2002). Intrazellula¨r verbinden Adapterproteine die Integrine mit dem Zytoskelett. Man
unterscheidet zwischen den aktingekoppelten Fokaladha¨sionen und den keratingekoppel-
ten Hemidesmosomen. Bei Hemidemosomen handelt es sich um Multi-Protein-Komplexe,
welche das intrazellula¨re Keratinnetzwerk mit dem Glykoprotein Laminin in der extra-
zellula¨ren Matrix verbinden. Zentraler Bestandteil dieser Strukturen sind die transmem-
branen Integrine α6β4, deren extrazellula¨re Doma¨ne Laminin bindet, wa¨hrend ihre in-
trazellula¨re Doma¨ne u¨ber die Proteine Plectin und BPAG1e mit dem Keratinnetzwerk
assoziiert.
Bei Fokaladha¨sionen handelt es sich um 2-5 µm lange und 250-500 nm breite Multi-
Protein-Komplexe, welche aus mindesten 192 verschiedenen Proteinen aufgebaut sind [69].
Hauptbestandteil sind auch hier transmembrane Integrine, welche u¨ber verschiedene Ad-
apterproteine das intrazellula¨re Aktinnetzwerk mit der extrazellula¨ren Matrix verbinden.
Mit Hilfe von hochauflo¨sender Mikroskopie konnte ein tieferer Einblick in die Struktur
von Fokaladha¨sionen gewonnen werden, welcher einen dreischichtigen Aufbau beschreibt.
Die erste Schicht ist die proximale Integrinschicht, welche als Signalu¨bertra¨ger fungiert.
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Hieran beteiligt sind die zytoplasmatische Doma¨ne des Integrins sowie die Signalproteine
Paxillin und die fokale Adha¨sionskinase (FAK). Die zweite Lage bildet die krafttransdu-
zierende Schicht, in welcher unter anderem Vinculin und Talin lokalisiert sind und die
Kraft zwischen Integrinen und dem Aktinnetzwerk u¨bertragen. Die dritte Lage bildet die
aktinregulierende Schicht, in welcher, neben zahlreicher anderer Proteine, auch die ak-
tinassoziierten Proteine VASP, Zyxin und α-Actinin lokalisiert sind (siehe Abbildung 14)
[70] [71] [48].
Abbildung 14: Aufbau einer Fokaladha¨sion. Die transmembranen Integrine sind extrazel-
lula¨r mit Proteinen der extrazellula¨ren Matrix assoziiert. Intrazellula¨r sind sie an Paxillin und
Vinculin gebunden, wobei letzteres zusammen mit Talin die kraftu¨bertragende Schicht bildet.
Diese Proteine sind direkt mit Aktinfasern oder mit aktinassoziierten Proteinen der aktinregu-
lierenden Schicht verbunden. Vera¨ndert nach [70].
Obwohl sich die genaue Proteinzusammensetzung zwischen Fokaladha¨sionen und Adhe-
rens Junctions unterscheidet, sind ihr dreischichtiger Aufbau sowie die Funktionen der
einzelnen Schichten vergleichbar. Auch die Mechanotransduktion der Proteine in bei-
den kraftu¨bertragenden Schichten und die dehnungsabha¨ngige Vinculinrekrutierung sind
a¨hnlich. Wa¨hrend in Fokaladha¨sionen die Dehnung von Talin zur Rekrutierung und An-
lagerung von Vinculin fu¨hrt, ist es in Adha¨renzverbindungen die Dehnung von α-Catenin,
welche dadurch die Vinculinaffinita¨t erho¨ht [48].
Seine zahlreichen Bindestellen und seine Lokalisation in Fokaladha¨sionen pra¨destinieren
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Vinculin fu¨r die Signalweiterleitung zwischen der extrazellula¨ren Matrix und dem Zy-
toskelett. Die vinculinabha¨ngige Verknu¨pfung von Zytoskelett und Substrat ermo¨glicht
hierbei die bidirektionale Signalu¨bertragung zwischen Zellen und ihrer Umgebung, bei
welcher die Zelle externe Reize wahrnehmen und gleichzeitig durch die actomyosinvermit-
telte U¨bertragung von zellula¨ren Kontraktionen Kra¨fte auf das Substrat ausu¨ben kann
[72] [73]. Die molekulare Zusammensetzung der Adha¨sionen variiert zwischen den ver-
schiedenen Arten, wie jungen Fokalkomplexen und gereiften Fokaladha¨sionen, und ist
stark von der Spannung abha¨ngig, welche auf die Adha¨sion wirkt [74] [73]. Hierbei ist es
egal, ob eine endogene, aktinvermittelte oder exogene Kra¨fte wirken. Zudem konnte ge-
zeigt werden, dass die Rekrutierung des mechanosensitiven Vinculins an Fokaladha¨sionen
mit der Kraft, welche u¨ber das umliegende Substrat auf die Fokaladha¨sionen ausgeu¨bt
wird, korreliert [73]. Auch vinculinfreie Zellen sind in der Lage Fokaladha¨sionen auszu-
bilden und adha¨sive Kra¨fte zu generieren. Die Migration dieser Zellen weist eine erho¨hte
Migrationsgeschwindigkeit und eine geringere Persistenzla¨nge auf [75] [76] [77] [78]. Ob-
gleich Vinculin fu¨r die Ausbildung von Adha¨sionsstrukturen nicht essentiell ist, erho¨ht
seine Anwesenheit die Stabilita¨t dieser Strukturen sowie ihre Aktinassoziation [53] und
ist fu¨r die Mechanosensorik dieser Verbindungen von großer Bedeutung.
1.4 Mechanosensorik und Signaltransduktion in Zellen
Wie die meisten Organe ist auch die Haut in lebenden Organismen permanenten mechani-
schen Beanspruchungen ausgesetzt. Die zellula¨re Reaktion auf diese Reize setzt eine Me-
chanosensitivita¨t der Zellen voraus und kann durch verschiedene Mechanismen reguliert
werden. Diese reichen von Konformationsa¨nderungen dehnungsabha¨ngiger Ionenkana¨le
u¨ber eine Reorientierung des Zytoskeletts bis hin zu Vera¨nderungen der Genexpression.
Um widerstandsfa¨hig und intakt zu bleiben, mu¨ssen die Zellen in der Lage sein mecha-
nische Belastungen zu verarbeiten. Das Keratinnetzwerk - insbesondere das Keratinpaar
K5/K14 - sind hierbei von großer Bedeutung.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass das Keratinnetzwerk eine ausgesprochen hohe
Widerstandsfa¨higkeit besitzt und selbst Dehnung von u¨ber 100% unbeschadet u¨bersteht
[79] [80]. Hierbei versteifen sich Keratinfilamente als Reaktion auf Dehnung, ohne zu
brechen und sind in der Lage sich nach einer Deformation schnell wieder zu erholen [81].
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Eine anhaltende, zyklische Dehnung der Zellen fu¨hrt zu einer Bu¨ndelung und Verdickung
der Keratinfilamente [82]. Die Belastung scheint hierbei in peripheren Bereichen deutlich
ho¨her als um den Nukleus zu sein, weshalb eine intakte Verankerung zu desmosomalen
Strukturen entscheidend fu¨r die Widerstandskraft des Keratinnetzwerkes zu sein scheint
[83] [82]. Desmososmen erscheinen nach zwei Stunden zyklischer Dehnung elongiert, was
auf eine gewisse Elastizita¨t dieser Strukturen schließen la¨sst [82].
Von welcher Bedeutung das Keratinpaar K5/K14 fu¨r die Integrita¨t des Netzwerkes ist,
zeigt die Dehnung von Zellen, welche eine Mutation im Keratin 14 tragen. Die EBS-
auslo¨sende Mutation fu¨hrt in vitro zu einem fragilen Keratinnetzwerk, welches mecha-
nischer Beanspruchung nicht standha¨lt. In diesen Zellen fu¨hrt mechanischer Stress zu
einer Fragmentierung des Keratinnetzwerkes und einer vera¨nderten Desmosomen- und
Hemidesmosomen-Lokalisation. Die Bildung von Keratinaggregaten scheint ihren Ur-
sprung an der Verbindung des Netzwerkes zum Substrat, den Hemidesmosomen, zu haben,
doch auch die desmosomalen Strukturen ko¨nnen in diesen Zellen mechanischen Belastun-
gen nicht standhalten. Als schwa¨chste Verbindung wurde die Verbindung zwischen dem
transmembranen Desmoglein und dem zytoplasmatischen Desmoplakin identifiziert [82].
Neben Keratin ist Aktin ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts, welcher fu¨r die Stabi-
lita¨t und Formgebung der Zellen verantwortlich ist. Im Gegensatz zum Keratinnetzwerk,
welches auch bei großen Dehnungsamplituden nur eine geringe Vera¨nderung aufweist,
zeigt das Aktinnetzwerk eine deutliche Reaktion auf zyklische Dehnungen, welche in einer
erho¨hten Anzahl an Stressfasern und einer versta¨rkten Kopplung an die entsprechenden
Adha¨sionsstrukturen resultiert [84]. Eine zyklische Dehnung von Zellen fu¨hrt neben ei-
ner vera¨nderten Zellform auch zu einer Orientierung des Aktinzytoskeletts senkrecht zur
Zugrichtung [85] [86]. Grund hierfu¨r scheint die Minimierung der La¨ngena¨nderung der
Aktinfasern zu sein, um die mechanischen Belastungen zu reduzieren [87] [88]. Die Sta¨rke
der Reorientierung ist hierbei von Parametern wie Frequenz, Amplitude und Dauer der
Deformation abha¨ngig [85] [86].
Der genaue Mechanismus, welcher von einer Deformation des Substrates zu einer Reori-
entierung des Aktinzytoskeletts fu¨hrt, ist bislang noch nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Drei
unterschiedliche Mechanismen sind mo¨glicherweise an der Wahrnehmung von Deforma-
tionen, der Signalweiterleitung und der anschließenden Reorientierung des Zytoskeletts
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beteiligt. Hierzu za¨hlen aktingekoppelte Kalziumkana¨le, welche unter Spannung zu ei-
nem Kalziumeinstrom in die Zelle fu¨hren. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
Kana¨le bei der Reorientierung nur eine untergeordnete Rolle spielen und diese auch in
Abwesenheit von Kalzium stattfinden kann [89] [90].
Desweiteren scheinen fokale Adapterproteine wie p130Cas und Vinculin als Mechanosenso-
ren zu fungieren [91]. Als Mechanismus der Mechanosensorik dieser Proteine wird eine deh-
nungsinduzierte Konformationsa¨nderung unter Freigabe von Interaktionsdoma¨nen bzw.
Phosphorylierungsstellen beschrieben [74] [92] [91]. Fu¨r p130Cas konnte bereits gezeigt
werden, dass eine Deletion dieses Proteins zu einer deutlich verminderten Reorientierung
des Zytoskeletts fu¨hrt [93]. Zusa¨tzlich fungieren Aktinfasern selbst als Spannungssensor.
Fu¨r verschiedene Proteine konnte eine spannungsabha¨ngige Affinita¨tsa¨nderung fu¨r die
Bindung an Aktinfasern nachgewiesen werden. Myosin II beispielsweise bindet vermehrt
an unter Spannung stehenden Aktinfasern, wa¨hrend das filamentabbauende Protein Co-
filin eine ho¨here Affinita¨t fu¨r entspannte Fasern aufweist [94] [95].
1.5 Zielsetzung
Krankheiten wie Epidermolysis bullosa simplex (EBS) fu¨hren zu schweren Hautscha¨di-
gungen und sind auf Vera¨nderungen des Proteins Keratin zuru¨ckzufu¨hren. Wa¨hrend die
Haut bei gesunden Menschen sehr widerstandsfa¨hig und belastbar ist, haben bereits ge-
ringe Belastungen bei EBS-Patienten oft schwerwiegende Folgen und fu¨hren zur Blasen-
bildung oder zum Ablo¨sen der Haut. Diese extremen Auswirkungen sind auf vera¨nderte
mechanische Eigenschaften der Zellen zuru¨ckzufu¨hren, ausgelo¨st durch Mutationen in Ke-
ratingenen [96] [97].
Eine Analyse der vera¨nderten mechanischen Eigenschaften von Keratinozyten mit ver-
schiedenen genetischen Hintergru¨nden ist fu¨r die Erforschung und das Versta¨ndnis zahl-
reicher Hautkrankheiten essentiell. Aus diesem Grund bescha¨ftigt sich diese Arbeit mit
zytoplasmatischen Keratinen als zentrale Einheit biomechanischer Funktionen sowie Ei-
genschaften epithelialer Zellen und geht der Frage nach, welchen Einfluss Vera¨nderungen
des Keratinnetzwerkes auf die mechanischen Eigenschaften der Zellen haben. In verglei-
chenden Experimenten werden die Eigenschaften von nicht mutierten Kontrollzellen und
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mutierten Keratinozyten mittels Rasterkraftmikroskopie na¨her charakterisiert.
Diese vergleichenden Untersuchungen der mechanischen Eigenschaften in vitro waren bis-
lang kaum mo¨glich, da es, im Vergleich zu anderen Zytoskelettbestandteilen, wie Aktin
oder Mikrotubuli, fu¨r die Deletion von Keratinen keine geeigneten Substanzen gibt. Zudem
wirkt die große Anzahl an Keratinen (u¨ber 54 funktionelle Keratingene [98]) kompensato-
risch, sodass beim Ausfall eines Keratins seine Funktion durch ein anderes ersetzt werden
kann. Erst 2013 gelang der Arbeitsgruppe Magin (Fakulta¨t fu¨r Biowissenschaften, Phar-
mazie und Psychologie der Universita¨t Leipzig) durch die Deletion des gesamten Keratin-
TypI-Genclusters erstmals die Generierung einer stabilen, keratinfreien Keratinozyten-
Zelllinie. Die Einbringung einzelner Keratine in diese Zellen ermo¨glicht die Untersuchung
der mechanischen Funktionen spezifischer Keratinpaare und schafft so die Grundlage fu¨r
die Aufkla¨rung und Heilung verschiedener Krankheiten.
Die epidermale Differenzierung ist ein essentieller, physiologischer Entwicklungsprozess
der Haut, welcher mit der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und Vera¨nderungen
der mechanischen Eigenschaften von Zellen einhergeht. Die genauen Auswirkungen
von kalziuminduzierten Adha¨renzverbindungen auf die mechanischen Eigenschaften von
Keratinozyten werden im zweiten Teil dieser Arbeit analysiert. Hierbei wird der Einfluss
vera¨nderter Adha¨sionsstrukturen auf die Reorientierung des Aktinnetzwerkes nach zy-
klischer Dehnung, auf die mechanischen Eigenschaften epidermaler Zellen sowie auf den
Aufbau einer intakten Zellschicht na¨her untersucht, um einen detaillierten Einblick in das
komplexe Zusammenspiel des epithelialen Zytoskeletts zu erlangen.
Bislang erfolgte die Untersuchung mechanischer Zelleigenschaften vornehmlich an Einzel-
zellen, wodurch es ha¨ufig zu artifiziellen Ergebnissen kommt. Die Anpassung der Kalzium-
konzentration im Zellkulturmedium ermo¨glicht eine Anpassung an physiologischen Bedin-
gungen in vivo und fu¨hrt auch in vitro zur Ausbildung von Zell-Zell-Adha¨sionen, wie sie
bei der epidermalen Differenzierung gebildet werden. Dies ermo¨glicht in der vorliegenden
Arbeit, Untersuchungen sowohl an Einzelzellen, als auch an konfluenten Zellschichten und
gibt Aufschluss u¨ber die Bedeutung von kalziumabha¨ngigen Adha¨renzverbindungen fu¨r
die mechanischen Eigenschaften von Zellen.
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Analog Vortex Mixer VWR, Radnor, USA
Exsikkator DURAN Group GmbH, Wertheim
Feinwaage Sartorius, Go¨ttingen
Heizblock Stuart Equipment, Staffordshire, UK




Mikroskop Axio Observer Z1 Carl Zeiss, Jena
Mikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss, Jena
pH-Meter Knick, Berlin
Rasterkraftmikroskop (NanoWizzar II) JPK, Berlin
Lackschleuder (englisch: spin coater) Su¨ss-MicroTec, Garching
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Axiovision (Version 4.6.3) Mikroskopsteuerung, Bild-
verarbeitung
Carl Zeiss, Jena
ImageJ (Version 1.51) Bildverarbeitung National Institute of He-
alth, Maryland, USA





MATLAB (Version 9.0) Bildverarbeitung MathWorks, Massachusetts,
USA






Cantilever (Arrow-TL1AU) Nano World, Neuchaˆtel, Neuenburg,
Schweiz
Deckgla¨ser (div. Gro¨ßen) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Einfrierbox (Mr. Frosty) Nalgene Nunc, Rochester, USA
Glasbodenschalen IBIDI, Martinsried
Handschuhe Pure G3 Kimberly-Clark Professional, Koblenz
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...Fortsetzung der Tabelle
Verbrauchsmaterial Firma
Immersionso¨l (Immersol 518F) Carl Zeiss, Jena
Kimtech Science Pra¨zisionstu¨cher Kimberly-Clark Professional, Koblenz
Kryoro¨hrchen VWR, Radnor, USA
Linsenreinigungstuch Whatman, Maidstone, UK
Mini-PROTEAN TGX Fertiggele BIO-RAD, Hercules, USA
Objekttra¨ger Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Parafilm Bemis, Oshkosh, USA
Petrischalen Greiner Bio-one, Kremsmu¨nster,
O¨sterreich
Pipettenspitzen 10 µl; 200 µl; 1250 µl Starlab, Hamburg
Plastikru¨hrspatel VWR, Radnor, USA
Reaktionsgefa¨ß 1,5 ml; 2 ml Eppendorf, Hamburg
Reaktionsgefa¨ß 15 ml; 50 ml Greiner Bio-one, Frickhausen
Silizium Mikrospha¨ren (Radius: 5µm) Kisker Biotech, Steinfurt
Stripetten 5 ml; 10 ml; 50 ml VWR, Radnor, USA
Wa¨geschiffchen (div. Gro¨ßen) VWR, Radnor, USA
Zellkulturschale mit Loch (18 mm) Cell E&G LLC, San Diego, USA
Zellkulturflaschen 25 cm2; 75 cm2 BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Zellkulturschalen (∅ 3,5 cm) VWR, Radnor, USA
Zellschaber Greiner Bio-one, Kremsmu¨nster,
O¨sterreich
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Sigma, St. Louis, USA
2-(N-Morpholino)ethansulfonsa¨ure
(MES)
Sigma, St. Louis, USA
β-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt
Chelex 100 Sigma, St. Louis, USA
Collagen Typ 1 LifeTechnologies, Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma, St. Louis, USA
DMEM ohne Phenolrot mit GlutaMAX Life Technologies, Carlsbad, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, St. Louis, USA
Ethanol absolut Merck, Darmstadt
Ethanol verga¨llt (97%) Merck, Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsa¨ure (EDTA) Sigma, St. Louis, USA
Ethylenglykol-bis(aminoetyl-ether)-
N,N,N‘,N‘-tetraessigsa¨ure (EGTA)
Sigma, St. Louis, USA
Fibronektin BD Bioscience, Franklin Lakes, USA
Fluoromount Sigma, St. Louis, USA
FluoSpheres Crimson Beads Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe
Fo¨tales Ka¨lberserum (FKS) Gold PAA Laboratories, Co¨lbe
Glucose Merck, Darmstadt
30
2. Material und Methoden
...Fortsetzung der Tabelle
Chemikalie Firma
Glycin Sigma, St. Louis, USA
Ham’s F12 Zellkulturmedium Biochrom, Berlin
Ham’s F12 Zellkulturmedium Merck, Darmstadt
Laemmli Ladepuffer BIO-RAD, Hercules, USA
Isopropanol Picograde Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid (KCl) Sigma, St. Louis, USA
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid (MgCl2) Sigma, St. Louis, USA
Mangan(II)-chlorid (MnCl2) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) Sigma, St. Louis, USA
Paraformaldehyd (PFA) (37%) Merck, Darmstadt
Penicillin/Streptomycin (10.000
Units/ml)
Sigma, St. Louis, USA
Phosphatgepufferte Salzlo¨sung (PBS) Sigma, St. Louis, USA
Phosphataseinhibitor Cocktail 1&2 Sigma, St. Louis, USA
Proteaseinhibitor Cocktail Sigma, St. Louis, USA
RIPA-Puffer Sigma, St. Louis, USA
RLT-Puffer Qiagen, Hilden
Sylgard 184 Dow Corning, Midland, USA
Trichloro(1H,1H,2H,2H-
perfluorooctyl)silane
Sigma, St. Louis, USA
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...Fortsetzung der Tabelle
Chemikalie Firma
Triton-X-100 Sigma, St. Louis, USA
Trypsin-EDTA Sigma, St. Louis, USA
Tween-20 Sigma, St. Louis, USA
UHU plus endfest 300 UHU, Bu¨hl
2.1.5 Zusammensetzung von Puffern und Lo¨sungen
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Tabelle 6: Glycin-CB 30 mM
Chemikalie Menge
Glycin 0,1126 g
CB ad. 50 ml
Tabelle 7: Fixierlo¨sung
Chemikalie Menge
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2.1.5.1 Zusammensetzung des Zellkulturmediums fu¨r Zellen mit mutierten
Keratinnetzwerken und die entsprechenden Kontrollzellen
Fu¨r die Kultivierung von murinen KTyIWT-, KTyI-/- -, KTyI-/-K14- und KTyI-/-
K14R131P-Zellen wurden 450 ml FAD+ (DMEM/Ham’s F12) Medium (Merck, Darm-
stadt) mit 50 ml kalziumfreien fo¨talem Ka¨lberserum (PAA, Co¨lbe) versetzt. Um die Kal-
ziumionen aus dem Serum zu entfernen wurde das Serum zuvor mit 8 g/50 ml Chelex 100
u¨ber Nacht auf einem Drehrad vorinkubiert. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt,
bevor das Serum sterilfiltriert und dem Medium zugefu¨gt oder bei 4 °C gelagert wurde.
Tabelle 12: Zusa¨tze fu¨r 500 ml Zellkulturmedium FAD+ (DMEM/Ham’s F12)
Zusatz Hersteller Stockkonzentration Finalkonzentration
Adenin Sigma 45 mM 0,18 mM
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...Fortsetzung der Tabelle
Zusatz Hersteller Stockkonzentration Finalkonzentration
Hydrokortison Sigma 1 mg/ml 0,5 µg/ml
Insulin Sigma 5 mg/ml 5 µg/ml
EGF (Epidermaler
Wachstumsfaktor)
Invitrogen 10 mg/ml 10 ng/ml
Choleratoxin Sigma 0,01 mM 10-7 mM
Glutamin Invitrogen 200 mM 2 mM
Penicillin Invitrogen 10.000 U/ml 100 U/ml
Streptomycin Invitrogen 10 mg 100 µg
2.1.5.2 Zusammensetzung des Zellkulturmediums fu¨r Zellen mit mutierten
Adha¨sionsstrukturen und die entsprechenden Kontrollzellen
Fu¨r die Kultivierung von VincCtrl-, VincKO-, ECadCtrl-, ECadKO-, ECadKOPCadKD-
sowie αCatKD-Zellen wurden 450 ml FAD+ (DMEM/Ham’s F12) Medium (Biochrom,
Berlin) mit 50 ml kalziumfreien fo¨talem Ka¨lberserum (PAA, Co¨lbe) versetzt. Das Serum
wurde hierfu¨r wie zuvor beschrieben mit Chelex 100 behandelt, um sa¨mtliche Kalziumio-
nen zu entfernen.
Tabelle 13: Zusa¨tze fu¨r 500 ml Zellkulturmedium FAD+ (DMEM/Ham’s F12)
Zusatz Hersteller Menge Finalkonzentration
Vitamin C Sigma 0,025 g 0,2 mM
Adenin Sigma 750 µl 0,18 mM
Hydrokortison Sigma 50 µl 0,5 µg/ml
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...Fortsetzung der Tabelle
Zusatz Hersteller Menge Finalkonzentration
Insulin Sigma 500 µl 5 µg/ml
EGF Sigma 500 µl 10 ng/ml
Choleratoxin Sigma 5 µl 1 nM
L-Glutamin Biochrom 5 ml 2 mM
Penicillin Biochrom 5 ml 100 U/ml
Streptomycin Biochrom 5 ml 100 µg
Tabelle 14: Einfriermedium fu¨r Keratinozyten
Chemikalie Menge
Kalziumfreies fo¨tales Ka¨lberserum 4,5 ml
DMSO 0,5 ml
2.1.5.3 Zusammensetzung des Zellkultermediums fu¨r Zellen mit reduzierter
Plectinexpression sowie die entsprechenden Kontrollzellen
Tabelle 15: Mediumzusammensetzung fu¨r die Kultivierung von A431-Zellen
Chemikalie Menge
DMEM ohne Phenolrot mit GlutaMAX 450 ml
Fo¨tales Ka¨lberserum 50 ml
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2.1.6 Antiko¨rper und Farbstoffe
Tabelle 16: Prima¨re Antiko¨rper
Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
Anti E-Cadherin aus Maus 610182 BD Bioscience, San Jose´,
USA
Anti Paxillin aus Maus AHO0942 Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Anti Vinculin aus Kaninchen 700062 Invitrogen, Carlsbad, USA
Anti Vinculin aus Maus V9131 Sigma, St. Louis, USA
Tabelle 17: Sekunda¨re Antiko¨rper
Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
Alexa Fluor 488 Anti Kaninchen aus
Huhn
A21441 Life Technologies, Carlsbad,
USA
Alexa Fluor 488 Anti Maus aus Huhn A21200 Life Technologies, Carlsbad,
USA
Alexa Fluor 633 Anti Kaninchen aus
Ziege
A21071 Life Technologies, Carlsbad,
USA
Alexa Fluor 633 Anti Maus aus Ziege A21052 Life Technologies, Carlsbad,
USA
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Tabelle 18: Farbstoffe
Bezeichnung Hersteller
Alexa Fluor 488-i-Phalloidin Abnova, Taipei City, Taiwan
Alexa Fluor 546- Phalloidin Life Technologies, Carlsbad, USA
Alexa Fluor 633-Phalloidin Life Technologies, Carlsbad, USA
2.2 Generierung und Kultivierung der verwendeten Zellen
2.2.1 Zellen mit mutiertem Keratinnetzwerk sowie die entsprechenden Kon-
trollzellen
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um murine, epidermale Kera-
tinozyten. Die Isolation der Kontroll-Keratinozyten (KTyIWT) sowie die Generierung der
keratinfreien Keratinozyten (KTyI-/-) und der Rescue-Zellen (KTyI-/-K14 und KTyI-/-
K14R131P) erfolgte in der Arbeitsgruppe Magin (Fakulta¨t fu¨r Biowissenschaften, Phar-
mazie und Psychologie der Universita¨t Leipzig). Mit Hilfe des Cre/loxP-Systems konnte
diese Arbeitsgruppe erstmals eine keratinfreie Keratinozyten-Zelllinie etablieren.
Beim Cre/loxP-System handelt es sich um ein Rekombinations-System, welches die Deleti-
on spezifischer DNA-Sequenzen in lebenden Organismen ermo¨glicht. Zentraler Bestandteil
dieses Systems ist Cre (cyclization recombination), eine natu¨rlich vorkommende Rekom-
binase des Bakteriophagen P1. Diese Rekombinase katalysiert die Spaltung und Rekombi-
nation zwischen zwei loxP (locus of X-over P1)-Erkennungssequenzen, wobei die zwischen
den Erkennungssequenzen befindliche DNA-Sequenz als zirkula¨res Produkt herausge-
schnitten und in der Zelle abgebaut wird. Fu¨r die Generierung der keratinfreien Keratino-
zyten wurde hierbei der gesamte Keratin-Typ-I-Komplex deletiert, sodass nur noch basi-
sche Keratine exprimiert werden, welche aufgrund des fehlenden Bindungspartners jedoch
keine Keratinfilamente mehr aufbauen ko¨nnen. Zur Herstellung der Rescue-Zellen wurde
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in diese keratinfreien Keratinozyten mittels lentiviraler Vektoren cDNA eines spezifischen
Keratins (Keratin 14) eingebracht [99]. Die Expression dieses Keratins schafft die Voraus-
setzung fu¨r die Ausbildung funktioneller Heterodimere und ermo¨glicht dadurch die Aus-
bildung eines Keratinnetzwerkes. Zusa¨tzlich wurden Rescue-Zellen (KTyI-/-K14R131P)
generiert, in welche cDNA des murinen Keratin 14 mit einer Mutation an der Position
131 eingebracht wurde. Bei dieser Mutation, welche sich im Helix-Initiierungsmotiv des
Keratins 14 befindet, wurde die Aminosa¨ure Arginin gegen die Aminosa¨ure Prolin ausge-
tauscht, was intrazellula¨r zur Bildung von Keratinaggregaten fu¨hrt. Eine entsprechende
Mutation des humanen Keratins 14 (K14R125P) verursacht bei Menschen die Krankheit
Epidermolysis bullosa simplex.
2.2.2 Zellen mit mutierten Adha¨sionsstrukturen sowie die entsprechenden
Kontrollzellen
Die Vinculin-Knockout-Zellen (VincKO), E-Cadherin-Knockout-Zellen (ECadKO), E-
Cadherin-Knockout-P-Cadherin-Knockdown-Zellen (ECadKOPCadKD) sowie die zu-
geho¨rigen Kontrollzellen (VincCtrl-, ECadCtrl-Zellen) wurden von der Arbeitsgruppe
Niessen (Department of Dermatology and CECAD, Ko¨ln) zur Verfu¨gung gestellt. Die
Knockout-Zellen wurden ebenfalls mit Hilfe des Cre/loxP-Systems generiert (siehe [100]
[101]). Die E-CadKOP-CadKD-Zellen wurden durch lentivirale Transduktion von E-
CadKO-Zellen generiert. Die hierfu¨r verwendete C14 shRNA ist gegen P-Cadherin ge-
richtet und fu¨hrt zu einer Herunterregulierung (englisch: knockdown) der P-Cadherin-
Expression [102]. Die Versuche an diesen Zellen wurden in Kooperation mit B. No¨thel
durchgefu¨hrt.
Fu¨r die Isolierung der prima¨ren Keratinozyten wurde die Epidermis aus der Haut von
neugeborenen Ma¨usen separiert, um anschließend die epidermalen Keratinozyten zu iso-
lieren. Alle Zellen wurden bei 32 °C in feuchter Atmospha¨re bei einem CO2-Gehalt von 5%
kultiviert. Dem FAD- Zellkulturmedium wurde 10% kalziumfreies fo¨tales Ka¨lberserum zu-
gesetzt. Die niedrige Kulturtemperatur sowie das kalziumfreie Medium dienen dazu, eine
spontane Differenzierung der Zellen zu verhindern.
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2.2.3 Zellen mit reduzierter Plectinexpression sowie die entsprechende Kon-
trollzellen
Die A431 Zellen, in welchen das Protein Plectin herunterreguliert ist, wurden in der
Arbeitsgruppe Leube (Institut fu¨r molekulare und zellula¨re Anatomie (MOCA), der Uni-
klinik der RWTH Aachen) generiert. Bei diesen Zellen handelt es sich um Vulvakarzinom-
Zellen, in welche mittels lentiviraler Vektoren shRNA eingebracht wurde. Die Zellen, in
welchen Plectin herunterreguliert wurde, wurden mit shRNA gegen Plectin transduziert
(shPlectin-Zellen), die Kontrollzellen mit funktionsloser, fragmentierter shRNA (shCtrl-
Zellen). Eine detaillierte Beschreibung ist in Moch et al. 2016 zu finden [103].
2.2.4 Passagieren der Zellen
Das Passagieren der Zellen zur Kultivierung oder zur Aussaat fu¨r Zellexperimente erfolgte
bei Erreichen einer 90%igen Konfluenz. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen mit
einer Konfluenz von ca. 40% auf neue Zellkulturflaschen ausgesa¨t. Fu¨r die Durchfu¨hrung
von Experimenten wurden sie in der gewu¨nschten Zellzahl auf die entsprechenden Substra-
te gegeben. Hierfu¨r wurden alle verwendeten Lo¨sungen im Wasserbad auf 37 °C erwa¨rmt.
Das Zellkulturmedium wurde abgenommen, die Zellen einmal mit Ca2+/Mg2+-freiem PBS
gewaschen und anschließend mit Trypsin/EDTA fu¨r 12 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Komplexierung zweiwertiger Ionen durch EDTA sowie die enzymatische Reaktion des
Trypsins fu¨hren hierbei zum Ablo¨sen der Zellen von der Oberfla¨che. Die anschließende Zu-
gabe von serumhaltigem Medium stoppt die enzymatische Reaktion des Trypsins. Die in
Suspension befindlichen Zellen wurden in ein 15 ml Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r drei
Minuten bei 180 x g zentrifugiert. Der U¨berstand wurde verworfen, die Zellen in frischem
Medium gelo¨st und die Zellzahl mittels Neubauer-Za¨hlkammer bestimmt. Zur Vermeidung
von Kontaminationen wurden alle Zellkulturarbeiten an einer Sterilbank durchgefu¨hrt.
2.2.5 Kryokonservierung der Zellen
Zur la¨ngerfristigen Aufbewahrung erfolgte die Kryokonservierung der Zellen. Hierfu¨r wur-
den die Zellen von ihren Substraten abgelo¨st und in Keratinozyteneinfriermedium re-
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suspendiert. Anschließend wurden jeweils 300.000 Zellen in 0,5 ml Einfriermedium in
Kryoro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Diese wurden in eine mit Isopropanol gefu¨llte Einfrierbox ge-
stellt und u¨ber Nacht bei -80 °C gelagert, wodurch ein Temperaturabfall von 1 °C/min
erreicht wurde. Anschließend wurden die Kryoro¨hrchen in flu¨ssigen Stickstoff u¨berfu¨hrt.
2.2.6 Einbringung von siRNA in Zellen mittels fusogener Liposomen
Fu¨r die detaillierte Untersuchung von zellula¨ren Adha¨renzverbindungen wurde das Protein
α-Catenin in Kontroll-Keratinozyten (ECadCtrl-Zellen) herunterreguliert. Hierfu¨r wurde
siRNA gegen α-Catenin mittels Fusion in die Kontroll-Zellen eingebracht. Bei der Fusion
handelt es sich um ein Verfahren, bei welchem fusogene Liposomen als Transportmittel fu¨r
Farbstoffe, Proteine oder RNA dienen. Hierbei sind die Liposomen mit der entsprechenden
Substanz beladen, welche sie durch Fusion mit der Zellmembran ins Zytoplasma freigeben.
Fu¨r die Fusion wurden 16.700 Zellen/cm2 auf Zellkultursubstrate ausgesa¨t. 18 Stunden
nach Aussaat wurden die adha¨renten, aufgespannten Zellen von M. Hoffmann (ICS-7)
fusioniert. Eine zweite Fusion erfolgte 24 Stunden spa¨ter. Zur U¨berpru¨fung der Fusionsef-
fizienz wurde eine Protein- bzw. RNA-Isolierung 24 Stunden nach der zweiten Fusion von
M. Hoffmann (ICS-7) und B. No¨thel (ICS-7) durchgefu¨hrt. Anhand der isolierten RNA
wurde mittels quantitativer Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion die Genex-
pression von α-Catenin analysiert. Da die Reduzierung der Genexpression von α-Catenin
keine Auswirkungen auf bereits bestehendes α-Catenin hat, wurde zusa¨tzlich die Menge an
zellula¨rem α-Catenin bestimmt. Hierfu¨r wurde mit Hilfe von Western Blots (durchgefu¨hrt
von B. No¨thel, ICS-7) anhand der isolierten Proteine die Menge an α-Catenin 24 Stunden
nach zweiter Fusion bestimmt. Fu¨r Dehnungsexperimente wurden die Zellen drei Stun-
den nach der zweiten Fusion vom Zellkultursubstrat abgelo¨st und mit einer Dichte von
21.200 Zellen/cm2 fu¨r Experimente an Zellschichten bzw. 2.100 Zellen/cm2 fu¨r Einzelzell-
Analysen auf fibronektinbeschichtete Zugkammern ausgesa¨t. Die Durchfu¨hrung der Deh-
nungsexperimente erfolgte 24 Stunden nach der zweiten Fusion. Zu diesem Zeitpunkt wa-
ren die Zellen adha¨rent, aufgespannt und zeigten keine morphologischen Auffa¨lligkeiten.
Eine vergleichbare, nicht fusionierte Kontrolle wurde stets mitgefu¨hrt.
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2.3 Substrate zur Kultivierung von Zellen
Grundvoraussetzung fu¨r die Kultivierung von Zellen in vitro ist eine erfolgreiche Substrat-
adha¨sion der Zellen. Hierbei spielt die Oberfla¨chenbeschaffenheit der Zellkultursubstrate
eine entscheidende Rolle. Fu¨r die Kultivierung aller in dieser Arbeit verwendeten Zellen
wurden deshalb Zellkultursubstrate aus Polystyrol verwendet, welche durch physikalische
Oberfla¨chenbehandlung seitens des Herstellers eine optimale Zelladha¨sion gewa¨hrleisten.
Um bei mikroskopischen Aufnahmen eine geringere Schichtdicke und eine optimale Trans-
parenz zu erreichen, wurden fu¨r Experimente mit anschließender immunzytochemischer
Fa¨rbung Glas-Substrate verwendet. Diese wurden zur Anpassung an die in vivo Umge-
bung der Zellen und zur Verbesserung der Zelladha¨sion vor Aussaat der Zellen mit dem
extrazellula¨ren Matrix-Protein Fibronektin beschichtet.
Die natu¨rliche Umgebung der Zellen in vivo beeinflusst nicht nur ihr Adha¨sionsverhalten,
sondern ist auch fu¨r ihre mechanischen Eigenschaften verantwortlich. Fu¨r die Analyse
mechanischer Eigenschaften von Zellen ist eine natu¨rliche, nicht artifizielle Umgebung
deshalb von hoher Bedeutung. Hierbei spielt neben der Proteinzusammensetzung auch
die Elastizita¨t des Zellsubstrates eine große Rolle. Um artifizielle Einflu¨sse von steifen
Zellkultursubstraten zu reduzieren sowie die natu¨rliche Dehnung von Zellen zu simulie-
ren, wurden deshalb in dieser Arbeit auch elastische Silikonkautschuksubstrate verwendet.
Neben seiner hohen Elastizita¨t weist der verwendete Silikonkautschuk eine hohe Biokom-
patibilita¨t auf und ist (in den hier verwendeten Mischungsverha¨ltnissen) linear-elastisch
deformierbar. Aufgrund seiner Transparenz eignet sich das farblose Polymer zudem fu¨r
mikroskopische Analysen. Es ermo¨glicht außerdem die Abformung kleinster Strukturen,
wodurch es vielseitig einsetzbar ist.
Fu¨r die Herstellung der elastischen Substrate wurde das Zweikomponentensystem Syl-
gard 184 (Dow Corning) verwendet. Die erste Komponente, das Basiso¨l, ist ein vinyl-
terminiertes Dimethylsiloxan, welches durch katalytische Hydrolyse mit dem Kreuzver-
netzer, einem methylhydrosiloxan-Dimethylsiloxan-Copolymer, reagiert. Das Mischungs-
verha¨ltnis von Basiso¨l und Kreuzvernetzer bestimmt hierbei die Elastizita¨t des Elasto-
mers, wobei ein ho¨herer Anteil an Kreuzvernetzer zu einem steiferen Substrat fu¨hrt (siehe
Tabelle 19). Zur Vermeidung von chargenabha¨ngigen Schwankungen wurden die mecha-
nischen Eigenschaften regelma¨ßig von Nico Hampe (ICS-7) charakterisiert [104].
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Tabelle 19: U¨bersicht der Mischungsverha¨ltnisse und Steifigkeiten von Polydimethylsiloxan





Fu¨r die Herstellung elastischer Zellkultursubstrate wurden Basiso¨l und Kreuzvernetzer im
gewu¨nschten Verha¨ltnis (siehe Tabelle 19) zusammengegeben und fu¨nf Minuten manuell
gru¨ndlich vermischt. Hierbei entstandene Lufteinschlu¨sse wurden anschließend durch Ent-
gasen des Gemisches entfernt. Der entgaste, nicht kreuzvernetze Silikonkautschuk wurde
fu¨r die Herstellung von elastischen Substraten auf Glasdeckgla¨ser aufgetragen oder zur
Herstellung anderer elastischer Substrate, wie elastischer Zugkammern, weiter verarbeitet.
Die Kreuzvernetzung des Silikonkautschuks erfolgte fu¨r 16 Stunden bei 60 °C.
2.4 Durchfu¨hrung immunzytochemischer Fa¨rbungen
Mittels Immunfluoreszenzfa¨rbung ko¨nnen spezifische zellula¨re Proteine angefa¨rbt wer-
den, was eine vergleichende Analyse dieser Proteine unter verschiedenen Bedingungen
ermo¨glicht. Der Einfluss der zyklischen Dehnung sowie Kalziums auf bestimmte Proteine
kann so gezielt untersucht werden.
Vor der Fa¨rbung mu¨ssen die Zellen zuna¨chst fixiert werden. Hierfu¨r wurde das Zellkul-
turmedium abgenommen und 3,7% Paraformaldehyd (PFA) gelo¨st in Zytoskelett-Puffer
(englisch: cytoskeleton buffer (CB)) fu¨r 15 Minuten bei 37 °C auf die Zellen gegeben. Die
PFA-Lo¨sung wurde abgenommen und gegen Glycin-CB ersetzt. Es folgte die Permeabili-
sierung der Zellmembran, welche das Eindringen von Farbstoffen und Antiko¨rpern in die
43
2. Material und Methoden
Zelle ermo¨glicht. Hierzu erfolgte die Inkubation mit 0,5% Triton-X-100 in CB fu¨r 5 Minu-
ten bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die Permeabilisierungslo¨sung abgenommen
und Tritonru¨cksta¨nde durch dreimaliges Waschen mit CB von den Zellen entfernt. Fu¨r die
Orientierungsanalysen des Aktinnetzwerkes nach Dehnung wurden die Zellen anschließend
mit einer 1:400 Alexa Fluor-Phalloidin in CB –Lo¨sung fu¨r 45 Minuten bei Raumtempe-
ratur inkubiert.
Bei indirekten Immunfluoreszenzfa¨rbungen erfolgte nach der Permeabilisierung zuna¨chst
ein Blockierungsschritt, bei welchem unspezifische Antiko¨rperbindestellen durch 45
minu¨tige Inkubation mit einer Blockierungslo¨sung abgesa¨ttigt wurden. Es folgte die Inku-
bation des prima¨ren Antiko¨rpers in einer 1:200 Verdu¨nnung in einer 1%igen Milchpulver-
CB-Lo¨sung fu¨r 60 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurde der nicht gebun-
dene, prima¨re Antiko¨rper durch dreimaliges Waschen mit 1% MP in CB entfernt. Der
fluoreszenzmarkierte sekunda¨re Antiko¨rper wurde in einer 1:200 Verdu¨nnung in 1% Milch-
pulver in CB fu¨r 60 Minuten auf die Zellen gegeben. In dieser Zeit bindet der sekunda¨re
Antiko¨rper spezifisch den entsprechenden prima¨ren Antiko¨rper, wodurch es zu einer in-
direkten Fluoreszenzmarkierung des Proteins kommt. Anschließend wurde der sekunda¨re
Antiko¨rper abgenommen und Ru¨cksta¨nde durch zweimaliges Waschen mit CB entfernt.
Um die Haltbarkeit der gefa¨rbten Proben zu verla¨ngern, wurden sie anschließend ein-
gedeckelt. Hierfu¨r wurden sie zuna¨chst zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen, um
sa¨mtliche Salz- und Proteinru¨cksta¨nde von den Proben zu entfernen. Anschließend wurden
20 µl Eindeckelmedium (Fluoromount) auf die Zellen gegeben und mit einem Deckglas
(Durchmesser 12 mm, #1) bedeckt.
2.5 Mikroskope und Gera¨te
2.5.1 Das Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie
Der Einfluss externer Reize auf die Lokalisation bestimmter Proteine sowie die Aktinfaser-
orientierung wurde anhand von immunzytochemischen Fa¨rbungen na¨her untersucht. Die
Fluoreszenzmikroskopie stellt eine spezielle Form der Lichtmikroskopie dar, bei welcher
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Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht einer bestimmten Wellenla¨nge angeregt werden. Durch die
Anregung gelangen die Elektronen der Fluoreszenzfarbstoffe fu¨r wenige Nanosekunden auf
ein ho¨heres Energieniveau, von welchem sie anschließend wieder auf ihr Ursprungsniveau
zuru¨ckfallen. Beim U¨bergang der Elektronen zum Ursprungsniveau wird Energie zum Teil
in Form von Photonen freigesetzt, welche im Mikroskop detektiert werden ko¨nnen. Da ein
Teil dieser Energie in Form von Wa¨rme abgegeben wird, besitzt das emittierte Licht eine
ho¨here Wellenla¨nge verglichen mit der Anregungswellenla¨nge. Aufgrund der U¨berlagerung
der schwachen Fluoreszenz mit dem intensiven Anregungslicht, bedarf es bei der Fluores-
zenzmikroskopie spezieller Filtersysteme, um Anregungs- und Emissionslicht voneinander
zu trennen.
2.5.2 Aufbau eines konfokalen Mikroskops
Fu¨r die Aufnahmen von immunzytochemisch gefa¨rbten Proteinen wurde in dieser Arbeit
ein konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSM 710)(Carl Zeiss, Jena) verwendet. Bei der
konventionellen, nicht-konfokalen Mikroskopie wird die komplette Probe beleuchtet um
Informationen aus einem großen Volumenbereich der Probe zu erhalten. Die konfokale
Mikroskopie hingegen bietet den Vorteil, dass einzelne Ebenen der Probe getrennt von-
einander analysiert werden ko¨nnen, wodurch eine gering erho¨hte Auflo¨sung in X- und
Y-Richtung sowie eine deutliche Kontrasterho¨hung erzielt werden kann. Grundvorausset-
zung hierfu¨r ist eine Lochblende, welche nur Licht aus einer bestimmten Objektebene
durchla¨sst und das Licht aus anderen Ebenen ausblendet.
In Abbildung 15 ist der schematische Aufbau eines konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopes dargestellt. Ein Laserstrahl einer bestimmten Wellenla¨nge wird u¨ber einen
dichroitischen Spiegel in das Objektiv geleitet und in die Fokusebene der Probe fokussiert.
Es kommt zur Anregung des Fluoreszenzfarbstoffes in der Probe und zur Emission lang-
welligeren Fluoreszenzlichts. Dieses wird vom Objektiv gesammelt und gelangt durch den
dichroitischen Spiegel – welcher das kurzwellige Anregungslicht blockiert- auf die Loch-
blende. Diese ist entscheidend dafu¨r, wie viel Licht aus der Probe auf den Photomultiplier-
Detektor gelangt.
Bei der fu¨r diese Arbeit durchgefu¨hrten Fluoreszenzmikroskopie wurde zur Anregung von
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Abbildung 15: Schematischer Aufbau eines konfokalen Mikroskopes. Vera¨ndert nach
[105].
Alexa Fluor 488 ein Argon-Ionen-Laser verwendet. Alexa Fluor 546 und 633 wurden mit
Helium-Neon-Lasern der Wellenla¨ngen 546 nm und 633 nm angeregt. Die emittierte Fluo-
reszenz der Farbstoffe wurde fu¨r Alexa Fluor 488 mit einem Bandpassfilter 493-557 nm
detektiert, fu¨r Alexa Fluor 546 mit einem Bandpassfilter fu¨r die Wellenla¨ngen 570-630 nm
und fu¨r Alexa Fluor 633 mit einem Langpassfilter (640 nm). Zudem wurde der Hauptfarb-
teiler (488/543/633) sowie ein 40x EC-PlanNeofluoar Ph3 O¨lobjektiv verwendet. Helligkeit
und Kontrast der in dieser Arbeit abgebildeten Immunfluoreszenzaufnahmen wurden zur
besseren Visualisierung nachtra¨glich versta¨rkt.
2.5.3 Aufbau und Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops
Das 1986 von Binning, Quate und Gerber entwickelte Rasterkraftmikroskop bietet ein
Verfahren zur Darstellung von Oberfla¨chentopographien im Nanometerbereich. Ohne den
Einsatz von Linsen oder Elektronen ist hierbei sogar teilweise eine atomare Auflo¨sung
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mo¨glich. Daru¨ber hinaus kann das Rasterkraftmikroskop auch zur Analyse von Mate-
rialeigenschaften, wie Elastizita¨t oder chemischer Zusammensetzung verwendet werden,
wodurch es in einem breiten interdisziplina¨ren Anwendungsbereich Verwendung findet.
Der Einsatz in Luft und Flu¨ssigkeiten ermo¨glicht die Aufrechterhaltung von nativen, phy-
siologischen Bedingungen fu¨r biologische Proben und macht das Rasterkraftmikroskop zu
einer wichtigen Untersuchungsmethode innerhalb der Zellbiologie.
Das Herzstu¨ck des Rasterkraftmikroskopes bildet eine wenige hundert Mikrometer lange
und 20-80 µm breite, aus Silizium oder Siliziumnitrid bestehende Blattfeder, welche auch
als Cantilever bezeichnet wird. Zur besseren Handhabung ist der Cantilever an einem Ende
an einem wenige Millimeter großen Metallstu¨ck befestigt. Das freie Ende des Cantilevers
besitzt an der Unterseite eine feine Spitze, welche verschiedene Geometrien aufweisen
kann und zum Abrastern der Probe verwendet wird. Die Auslenkung des Cantilevers wird
optisch detektiert, indem ein Laserstrahl auf die Ru¨ckseite des Cantilevers positioniert
und dessen Licht u¨ber einen Umlenkspiegel auf eine segmentierte Photodiode reflektiert
wird. Die pra¨zise Steuerung des Cantilevers erfolgt u¨ber ein Piezoelement, welches sich
an seinem Ende befindet (siehe Abbildung 16).
Abbildung 16: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskopes. Vera¨ndert nach
[106].
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2.5.3.1 Durchfu¨hrung kraftspektroskopischer Messungen
Neben den bildgebenden Modi wird das Rasterkraftmikroskop auch zur Analyse mecha-
nischer Probeneigenschaften genutzt. In den hierfu¨r verwendeten kraftspektroskopischen
Messungen wird nicht die gesamte Probe mittels Cantilever abgerastert, sondern der Can-
tilever an bestimmten Positionen mit einer definierten Kraft auf die Probe abgesenkt. Auf
diese Weise werden Kraft-Abstands-Kurven aufgezeichnet, bei welchen die Auslenkung des
Cantilevers gegen die z-Position des Piezoelements aufgetragen wird.
Fu¨r die Aufzeichnung von Kraft-Abstands-Kurven wird der Cantilever mit einem geringen
Abstand u¨ber der Probe positioniert. Die Aufzeichnung beginnt mit dem Absenken des
Cantilevers bis zum Erreichen des initialen Kontaktpunktes von Cantilever und Probe.
Bis zu diesem Zeitpunkt kommt es zu keiner Auslenkung des Cantilevers. Anschließend
indentiert der Cantilever mit einer zuvor definierten Auflagekraft in die Probe, was zu
einer Auslenkung fu¨hrt, bevor er anschließend wieder angehoben und in die Ausgangspo-
sition zuru¨ckgefahren wird. Hierbei kann es aufgrund von Adha¨sionen zwischen Cantilever
und Probe zu einer entgegengesetzten Auslenkung des Cantilevers kommen. Sobald die
Federkraft des Cantilevers die Adha¨sion u¨bersteigt, lo¨st er sich von der Probe und springt
in seine Ausgangsposition zuru¨ck (siehe Abbildung 17).
Auf harten Substraten besteht eine lineare Beziehung zwischen Absenken und Auslenkung
des Cantilevers. U¨ber die Federkonstante (kc) des Cantilevers ist die Auflagekraft (F(z))
linear mit der Cantileverauslenkung (δ(z)) verbunden.
F (z) = kc · δ(z) (1)
Bei der Indentation in weiche Substrate kann es zu einem Einsinken des Cantilevers in die
Probe kommen, bevor er eine Auslenkung erfa¨hrt, welche auf der Photodiode detektiert
werden kann. Die hieraus resultierenden Kurven zeigen eine Kru¨mmung und eine deutlich
flachere Steigung. Die Position des Cantilevers (d) muss in diesen Fa¨llen korrigiert werden
und ergibt sich aus der La¨ngena¨nderung des Piezoelements (z) und der Indentation in die
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Abbildung 17: Schematische Darstellung einer Kraftkurve. In blau ist die
Anna¨herungskurve des Cantilevers zum Substrat dargestellt, in rot die Ru¨ckzugskurve des Can-
tilevers. Vor dem Kontaktpunkt (2) findet keine Auslenkung des Cantilevers statt. Nachdem
Cantilever und Substrat in Kontakt sind (3), fu¨hrt jede weitere Absenkung des Cantilevers
zu einer Auslenkung. Beim Anheben des Cantilevers von der Probe (4) kann es aufgrund von
Adha¨sionskra¨ften zu einer Verbiegung des Cantilevers entgegen der urspru¨nglichen Auslenkung
kommen (5). Erst wenn die Federkraft des Cantilevers die Adha¨sionskraft u¨bersteigt, lo¨st sich
der Cantilever vom Substrat und springt in seine Ursprungsposition zuru¨ck (6). Vera¨ndert nach
[107].
Probe (δ).
d = z − δ (2)
Die so aufgezeichneten Kraftkurven dienen der Berechnung des Elastizita¨tsmoduls der
Probe.
2.5.3.2 Das Hertzmodell zur Bestimmung des Elastizita¨tsmoduls
Fu¨r die Bestimmung von Materialeigenschaften wie dem Elastizita¨tsmodul aus den Kraft-
kurven wurden verschiedene Modelle beschrieben, allen voran das Hertzmodell. Ur-
spru¨nglich beschreibt das Hertzmodell die Beru¨hrung zweier glatter Kugeln aus elasti-
schem, isotropen und homogenen Material und gibt Aufschluss u¨ber die geometrische
Beziehung zwischen Kraft und Deformation [108]. Hier beschreibt es die Beziehung fu¨r
kleine, reibungsfreie Indentationen eines steifen, spha¨rischen Indentors in ein homogenes,
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perfekt-elastisches, isotropes Substrat. Es setzt voraus, dass der Kontaktradius (und somit
die Deformation) deutlich kleiner ist als der eigentliche Radius des Indentors und es zu
keinerlei Wechselwirkung zwischen den beiden Kugeln kommt. Die vom Hertzmodell po-
stulierten Voraussetzungen u¨ber die mechanischen Eigenschaften werden von kaum einer
biologischen Probe erfu¨llt. Besonders Zellen weisen eine komplexe, stark heterogene, nicht
isotrope Zusammensetzung auf und es kann durchaus zu Wechselwirkungen mit dem In-
dentor kommen. Aufgrund dieser Diskrepanzen wurde fu¨r die Analyse der Zellelastizita¨t in
dieser Arbeit nicht das Hertzmodell, sondern ein institutseigener Algorithmus verwendet,
welcher unter
Abschnitt 2.5.3.1 auf Seite 48 na¨her beschrieben wird .
2.6 Analyse zellula¨rer Adha¨sionen
2.6.1 Einfluss von Substratelastizita¨t und -beschichtung auf das Zytoskelett
von Keratinozyten
Da die Proteinzusammensetzung und Elastizita¨t der Umgebung der Zellen einen entschei-
denden Einfluss auf ihre mechanischen Eigenschaften hat, wurden das Zytoskelett von
Keratinozyten auf harten und weichen Substraten mit unterschiedlichen Proteinbeschich-
tungen verglichen. Hierfu¨r wurden 10.000 VincCtrl-Zellen auf elastischen Substraten so-
wie Glas kultiviert und ihr Zytoskelett anschließend immunzytochemisch gefa¨rbt. Fu¨r die
Herstellung elastischer Oberfla¨chen wurde Polydimethylsiloxan im Mischungsverha¨ltnis
1:10 und 1:40 angemischt und ein Tropfen des entgasten Elastomers auf ein ca. 80 µm
dickes Deckglas (20 x 20 mm, Typ #00, Menzel-Gla¨ser) gegeben. Mittels Rotationsbe-
schichtung wurde, durch eine Drehgeschwindigkeit von 1800 Umdrehung pro Minute und
eine Beschleunigung von einer Sekunde, eine 80 µm dicke PDMS Schicht gleichma¨ßig
auf das Deckglas aufgetragen. Das beschichtete Deckglas wurde anschließend unter eine
Lochschale geklebt. Die Kreuzvernetzung erfolgte wie zuvor beschrieben. Die elastischen
Substrate sowie vergleichende Glassubstrate wurden anschließend jeweils mit 125 µl/cm2
einer Fibronektinlo¨sung (20 µg/ml) oder einer Kollagenlo¨sung (48 µg/ml) fu¨r eine Stunde
bei 37 °C beschichtet. Die Aussaat der VincCtrl-Zellen erfolgte mit einer Zelldichte von
2.500 Zellen/cm2. 18 Stunden nach Aussaat wurden die Zellen fixiert und die Proteine
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Aktin und Vinculin immunzytochemisch gefa¨rbt (siehe 2.4 auf Seite 43).
2.6.2 Vera¨nderung der Kolokalisation von Paxillin und Vinculin unter Kal-
ziumeinfluss
Die Vera¨nderung der Adha¨sionsstrukturen unter Kalziumeinfluss und die Translokation
von Vinculin wurden immunzytochemisch na¨her analysiert. Hierfu¨r wurden VincCtrl-
Zellen mit einer Zelldichte von 2.500 Zellen/cm2 fu¨r Einzelzellanalysen und 23.000
Zellen/cm2 fu¨r Analysen an konfluenten Zellschichten auf Glassubstrate ausgesa¨t. 18 Stun-
den nach Aussaat wurde die Kalziumkonzentration des Zellkulturmediums fu¨r 0, 2, 6,
bzw. 24 Stunden auf 1,8 mM erho¨ht. Mittels immunzytochemischer Fa¨rbung wurden an-
schließend die Proteine Paxillin und Vinculin markiert und ihre Kolokalisation fu¨r die
verschiedenen Kalziuminkubationszeiten analysiert. Der hierfu¨r verwendete Algorithmus
wurde von G. Dreissen (ICS-7) entwickelt und wird im Folgenden na¨her beschrieben.
Fu¨r die Kolokalisation von Paxillin und Vinculin wurden am konfokalen Mikroskop Im-
munfluoreszenzaufnahmen der apikalen und der basalen Ebene der Zellen gemacht. Die
Aufnahmen der Doppelfa¨rbung von Vinculin und Paxillin wurden anschließend kanalspezi-
fisch ausgewertet. Die Pixelgro¨ße betrug 0,094 µm x 0,094 µm. In einem ersten Schritt des
Algorithmus wurden die Bilder mittels eines Gaussfilters mit einer Standardabweichung
(0,5 Pixel) gegla¨ttet. Anschließend wurde mit Hilfe eines Mittelwertfilters von 45 x 45 Pi-
xeln (4,23 µm x 4,23 µm) der lokale Mittelwert sowie die lokale Standardabweichung fu¨r
jedes Pixel bestimmt. Es folgte die Berechnung des Z-scores, indem (fu¨r jedes Pixel) vom
Grauwert des Originalbildes der lokale Mittelwert abgezogen und das Ergebnis durch die
lokale Standardabweichung geteilt wurde. Diese Normierung der Bilder ermo¨glicht einen
besseren Vergleich verschiedener Aufnahmen miteinander.
Anschließend wurden die Fokaladha¨sionen vom Hintergrund segmentiert, indem alle Be-
reiche mit einem Z-score Wert gro¨ßer 1 als Fokaladha¨sion markiert wurden (siehe Ab-
bildung 18B). Bereiche der Fokaladha¨sionen mit einer Fla¨che von weniger als 45 Pixeln
(0,3976 µm2), bzw. mehr als 1000 Pixeln (8,8 µm2) wurden verworfen (siehe Abbildung
18C). In einem na¨chsten Schritt wurden zusa¨tzlich noch alle Bereiche verworfen, die einen
zu geringen Kontrast zu ihrem direkten Hintergrund aufwiesen. Hierfu¨r wurde der mittlere
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Grauwert jeder einzelnen Fokaladha¨sion im Originalbild bestimmt. Per morphologischer
Dilatation wurde die Maskierung der Fokaladha¨sion solange erweitert, bis ihre Fla¨che
mindestens zweimal so groß war, wie die der urspru¨nglichen Struktur. Nach Abzug der
Ursprungsmaske wurde auch von dieser Maske der mittlere Grauwert bestimmt. Benach-
barte Fokaladha¨sionen wurden hierbei aus der vergro¨ßerten Maske ausgeschlossen. Es
wurde das Verha¨ltnis des mittleren Grauwerts der Fokaladha¨sionen zum mittleren Grau-
wert der erweiterten Maske bestimmt. Lag dieses nicht u¨ber dem Schwellenwert von 1,8,
so wurde die Struktur verworfen (siehe Abbildung 18D). Anschließend wurde die Gesamt-
menge der detektierten Strukturen bestimmt. Zusa¨tzlich wurde der U¨berlappungsbereich
der gefundenen Vinculin- und Paxillinstrukturen fu¨r die Bilder der apikalen und basalen
Ebene fu¨r die verschiedenen Kalziuminkubationszeiten bestimmt.
Abbildung 18: Segementierung/Detektion von Fokaladha¨sionen am Beispiel einer
Immunfluoreszenzaufnahme des Paxillinsignals in VincCtrl-Zellen (A) Immunfluores-
zenzfa¨rbung von Paxillin in VincCtrl-Zellen. In (B) sind alle Pixel weiß dargestellt, welche einen
Z-Score gro¨ßer 1 aufweisen. Alle anderen Pixel sind schwarz dargestellt. (C) Alle Objekte klei-
ner 45 Pixel und gro¨ßer 1000 Pixel wurden entfernt. In (D) wurden zusa¨tzlich alle Struktu-
ren entfernt, welche ein zu niedriges Kontrastverha¨ltnis zu ihrer Umgebung auswiesen und den
Schwellwert von 1,8 unterschritten. Maßstab 20 µm.
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2.6.3 Analyse von Fokaladha¨sionen unter Kalziumeinfluss
Wa¨hrend der zuvor beschriebene Algorithmus dazu dient, den U¨berlappungsbereich des
Vinculin- und Paxillinsignals zu bestimmen und die Translokation des Vinculins in die
apikale Zellebene zu detektieren, dient ein weiterer ebenfalls von G. Dreissen (ICS-7) ent-
wickelter Algorithmus dazu, die Vera¨nderung der basalen Adha¨sionsstrukturen anhand
des Paxillinsignals zu bestimmen. Hierfu¨r wurden VincCtrl-Zellen wie unter 2.4 auf Sei-
te 43 beschrieben behandelt und in konfokalen Immunfluoreszenzaufnahmen der Zellen
unter Kalziuminkubation die fokalen Adha¨sionsstrukturen anhand des Paxillinsignals be-
stimmt. Die Detektion der Strukturen erfolgt wie in 2.6.2 auf Seite 51 beschrieben. Im
Unterschied zum zuvor beschriebenen Algorithmus erfolgte die Auswertung der Foka-
ladha¨sionen nun jedoch nicht bildspezifisch sondern zellspezifisch. Hierfu¨r wurden die Zel-
len in einem weiteren Schritt manuell umrandet und nur Strukturen ausgewertet, welche
innerhalb der Zellumrandung lagen. Anschließend wurde fu¨r jede Zelle die Gesamtfla¨che
der Fokaladha¨sionen, der Bedeckungsgrad der Zelle mit Fokaladha¨sionen sowie die Anzahl
und mittlere Gro¨ße der Fokaladha¨sionen pro Zelle berechnet.
2.6.4 Analyse des Aktinnetzwerkes unter Kalziumeinfluss
Die Aktinlokalisation innerhalb der Zelle vera¨ndert sich durch die Erho¨hung der extrazel-
lula¨ren Kalziumkonzentration. Um diese Vera¨nderung quantitativ analysieren zu ko¨nnen,
wurde der Aktin-Anordnungs-Parameter eingefu¨hrt, welcher zwischen einer peripheren
und einer zentralen Aktinverteilung unterscheidet. Fu¨r die Bestimmung dieses Parameters
wurde die Aktinlokalisation innerhalb von Zellen anhand von Immunfluoreszenzfa¨rbungen
des Aktinnetzwerkes in konfluenten Zellschichten in Ab- und Anwesenheit von Kalzium
bestimmt. Hierzu wurden in den Aufnahmen die Zellgrenzen manuell markiert, um die
einzelnen Zellen voneinander zu separieren. Anschließend wurde jede Zelle auf einen Ein-
heitskreis projiziert. Dadurch wurden Einheitszellen mit einem Radius von 200 Pixeln
(38,8µm) erzeugt. Ausgehend vom Zentrum wurde jede Einheitszelle in Ringe mit einer
Breite von fu¨nf Pixeln (0,97 µm) unterteilt und der mittlere Grauwert der Ringe anhand
des Aktinsignals bestimmt. An die mittleren Grauwerte wurde anschließend eine Grade
angepasst und u¨ber die Steigung der Graden der Aktin-Anordnungs-Parameter bestimmt.
Dieser weist fu¨r Zellen, deren Aktinkonzentration peripher ho¨her ist als zentral positive
Werte und fu¨r Zellen, bei welchen die Aktinkonzentration zentral am ho¨chsten ist, negative
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Werte auf (siehe Abbildung 19).
Abbildung 19: Analyse der intrazellula¨ren Aktinfaserverteilung (A) Immunfluores-
zenzfa¨rbung des Aktinnetzwerkes. In (B) wurde das Aktinnetzwerk der Zelle auf einen Ein-
heitskreis projiziert. (C) zeigt den mittleren Grauwert des Aktinsignals vom Zellzentrum zur
Zellperipherie, in rot ist die Anpassung einer Graden an die Grauwertverteilung dargestellt.
Maßstab 10 µm.
2.6.5 Korrelationsanalysen von membransta¨ndigen desmosomalen Struktu-
ren und zytoskelettalen Keratinaggregaten
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Ausbildung von Adha¨renzstrukturen eine sta-
bilisierende Wirkung auf das Keratinnetzwerk hat. Gleichzeitig ist das Keratinnetzwerk
fu¨r die Lokalisation von Desmosomen verantwortlich. Immunfluoreszenzaufnahmen von
KTyI-/-K14R131P-Zellen zeigen, dass die Ausbildung von zytoplasmatischen Keratinag-
gregaten in diesen Zellen mit einer verminderten Lokalisation von desmosomalen Struk-
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turen entlang der Zellgrenzen einhergeht. Anhand von Korrelationsanalysen zwischen Ke-
ratinaggregaten und der Lokalisation von Desmosomen wurden diese Beobachtungen in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Magin (Fakulta¨t fu¨r Biowissenschaften, Pharma-
zie und Psychologie der Universita¨t Leipzig) na¨her untersucht. Hierfu¨r wurden KTyIWT-,
KTyI-/- - und KTyI-/-K14R131P-Zellen in der Arbeitsgruppe Magin fixiert, immunzy-
tochemisch gefa¨rbt und anschließend mikroskopiert. Die Korrelationsanalysen erfolgten
anhand der Immunfluoreszenzaufnahmen von Desmoplakin (DP) und Keratin 14 (K14)
im Forschungszentrum Ju¨lich.
Durch Subtraktion der mittels 9 x 9 Pixel und 57 x 57 Pixel (Pixelgro¨ße 0,161 µm2) großen
Binomialfilters gegla¨tteten DP-Immunfluoreszenzaufnahmen erha¨lt man ein bandpassge-
filtertes Bild. Fu¨r jedes Pixel dieses Bildes wurden in einer 91 x 91 Pixel großen Umgebung
der lokale Mittelwert und die lokale Standardabweichung bestimmt. Die Berechnung des
Z-Scores erfolgte durch Subtraktion des lokalen Mittelwertes vom Grauwert des Origi-
nalbildes und anschließender Normalisierung durch Division der lokalen Standardabwei-
chung. Alle Bereiche mit einer Mindestgro¨ße von fu¨nf Pixeln (Pixelgro¨ße 0,161 µm 2)
und einem Z-Score-Schwellwert gro¨ßer 0,9 wurden als desmosomale Strukturen markiert.
Zytoplasmatisches Desmoplakinsignal war fu¨r die nachfolgende Analyse nicht von Bedeu-
tung, da nur desmosomale Strukturen entlang der Zellgrenzen in die weitere Auswertung
mit einflossen.
Fu¨r die Maskierung der Keratinaggregate wurden sowohl das DP-, als auch das K14-
Fluorenzenzbild zuna¨chst mit einem 3 x 3 Pixel großen Binomialfilter gegla¨ttet. Durch
Subtraktion des DP-Bildes vom K14-Bild wurde anschließend ein Differenzbild erstellt,
von welchem der mittlere Grauwert berechnet wurde, wobei in die Berechnung nur Pixel
einflossen, welche einen Grauwert von mindestens 0 aufwiesen. Alle Pixel, deren Grauwert
den mittleren Grauwert u¨berstieg, wurden als K14-Aggregate markiert. Anhand der zuvor
eingezeichneten Zellgrenzen konnte fu¨r jede Zelle der Bedeckungsgrad mit Keratinaggrega-
ten bestimmt werden, welcher sich aus dem Verha¨ltnis von Zellfla¨che und Aggregatfla¨che
ergibt. Zellen mit einem Bedeckungsgrad u¨ber 4% wurden der Gruppe 1 (viele Aggre-
gate) zugeordnet, Zellen mit einem Bedeckungsgrad von weniger als 4% der Gruppe 2
(wenig Aggregate). Es folgte die Einteilung der Zellgrenzen in drei Kategorien. Hierbei
wurde zwischen Zellgrenzen zwischen zwei Zellen mit wenigen Aggregaten, zwei Zellen
mit vielen Aggregaten und zwischen einer Zelle mit wenigen und einer Zelle mit vielen
Aggregaten unterschieden (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Korrelationsanalyse von Desmosomen und Keratinaggregaten in
KTyI-/-K14R131P-Zellen. Immunfluoreszenzfa¨rbung von Desmoplakin (A) und Keratin 14
(B). U¨berlagerung der Desmoplakinfluoreszenzaufnahme mit manuell eingezeichneten Zellgren-
zen mit den vom Algorithmus detektierten Keratinstrukturen. (C) Gru¨n dargestellte Keratinag-
gregate bedecken mehr als 4% der Zellfla¨che, blau dargestellte Aggregate bedecken weniger als
4%. Die farbliche Markierung der Zellgrenzen kennzeichnet in gru¨n Zellgrenzen zwischen zwei
Zellen mit vielen Keratinaggregaten, in blau Zellgrenzen zwischen zwei Zellen mit wenigen Ag-
gregaten und in rot Grenzen zwischen einer Zelle mit wenigen und einer mit vielen Aggregaten.
Maßstab 10 µm.
Zellgrenzen von weniger als 10 Pixeln wurden verworfen. Per morphologischer Dilatation
wurden die Zellgrenzen anschließend um 10 Pixel in alle Richtungen verbreitert. Von
diesen verbreiterten Zellgrenzen wurde der Fla¨cheninhalt sowie der Bedeckungsgrad mit
den zuvor markierten desmosomalen Strukturen bestimmt.
2.7 Analyse der Aktinreorientierung nach zyklischer Dehnung
Die Analyse zellula¨rer Antworten auf zyklische Dehnung erfolgte mit Hilfe von elasti-
schen Silikonkautschuk-Kammern. Die Herstellung dieser Kammern wurde mit Hilfe von
Gussformen durchgefu¨hrt und ist detailliert in [84] beschrieben. Die verwendeten Gussfor-
men sind dreiteilig und bestehen aus einer quadratischen, metallenen Bodenplatte sowie
zwei Polystyrolformen. Die erste der beiden Polystyrolplatten liegt direkt auf der Boden-
platte. Sie weist mittig ein planares Plateau und in jeder Ecke einen zylinderfo¨rmigen Stift
auf. Die Stifte stellen spa¨tere Aussparungen dar, mittels welcher die Silikonkautschuk-
Kammer in einen Halterahmen eingebaut werden kann. Die zweite PVC-Platte wird auf
die erste Platte gelegt und bildet den Rahmen der Gussform. Alle drei Teile werden in
den Ecken mit jeweils einer Schraube aneinander befestigt (siehe Abbildung 21).
Die zusammengebauten Gussformen wurden exakt bis zur Oberkante mit nicht kreuzver-
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Abbildung 21: Schematische Darstellung einer Gussform fu¨r elatische Zugkammern.
Abbildung von J. Konrad (ICS-7).
netztem, entgastem 1:40 Elastomergemisch befu¨llt. Hierbei entstandene Luftblasen wur-
den mit Hilfe einer Kanu¨le entfernt. Durch Zerlegen der Gussform in ihre Einzelteile
konnte die ausgeha¨rtete Kammer anschließend freigelegt und entnommen werden. Die so
entstandene Kammer stellt einen Negativabdruck der Gussform dar und kann zur Kulti-
vierung von Zellen verwendet werden. Das Plateau der Gussform bildet hierbei eine 2 cm
x 2 cm große Vertiefung, in welcher die Zellen ausgesa¨t und Zellkulturmedium kultiviert
werden ko¨nnen. Die Dicke des Kammerbodens betra¨gt 400 µm, wodurch lichtmikrosko-
pische Analysen der Zellen mo¨glich sind.
Die zyklische Dehnung der Elastomerkammern erfolgte mit Hilfe einer motorisierten
Zelldehnungsapparatur, welche von W. Rubner im ICS-7 entwickelt wurde. Der com-
putergesteuerte Schrittmotor der Apparatur wurde u¨ber eine von W. Hu¨rttlen (ICS-TA)
entwickelte Software angesteuert. Die Zugkammer erfa¨hrt hierbei eine Dehnung in X-
Richtung und eine geringe Stauchung in Y-Richtung, welche durch den Kammerrahmen
reduziert wird. Eine detaillierte Beschreibung der Kammerdeformation unter Zug ist in
[84] beschrieben.
Die Zugkammer wurde in der Grundposition (englisch: Zero-Position) der Zelldehnungs-
apparatur spannungsfrei eingebaut und an zwei gegenu¨berliegenden Seiten mit Klemm-
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pla¨ttchen und Muttern fixiert. Um beim Befu¨llen der Kammer mit Zellkulturmedium
ein Durchha¨ngen des Bodens zu verhindern, wurde der Schrittmotor anschließend um
1,5 mm in eine vorgedehnte Position verfahren, wodurch die Kammer die no¨tige Vorspan-
nung erfuhr. In dieser vorgedehnten Position wurden die Zugkammern fu¨r eine Stunde
mit 125 µl/cm2 Fibronektinlo¨sung (20 µg/ml) beschichtet und die Zellen in den ent-
sprechenden Zellzahlen ausgesa¨t. Fu¨r Dehnungexperimente an Einzelzellen wurden 2.125
Zellen/cm2 fu¨r VincCtrl, ECadCtrl, ECadKO und αCatKD-Zellen sowie 2.500 Zellen/cm2
fu¨r VincKO-Zellen ausgesa¨t. Fu¨r Analysen an konfluenten Zellschichten wurden 21.250
Zellen/cm2 fu¨r VincCtrl, ECadCtrl, ECadKO und αCatKD-Zellen und 27.500 Zellen/cm2
fu¨r VincKO-Zellen auf die Zugkammern gegeben. Zur Analyse von Einzelzellen sowie
konfluenten Zellschichten unter Kalziumeinfluss wurden die entsprechenden Zellen zwei
Stunden vor Beginn des Experiments mit Medium mit einer Kalziumkonzentration von
1,8 mM inkubiert und auch wa¨hrend des Experiments unter diesen Bedingungen gehalten.
Fu¨r Dehnungsexperimente an KTyIWT-, KTyI-/- -, KTyI-/-K14- und KTyI-/-
K14R131P-Zellen wurden die Zugkammern mit 125 µl/cm2 einer Kollagenlo¨sung
(48 µg/ml) beschichtet und die Zellen anschließend mit einer Dichte von 37.500 Zellen/cm2
ausgesa¨t. Das Bedecken der Kammer mit einem Deckglas sowie einem Parafilm-Streifen
reduzierte Kontaminationen und die Evaporation des Zellkulturmediums.
Zwischen 18 und 48 Stunden nach Aussaat wurden die Zugexperimente zur Analyse der
zytoskelettalen Reorientierung durch zyklische Dehnung durchgefu¨hrt. Hierbei wurden
die Kammern u¨ber verschieden lange Zeitra¨ume uniaxial, zyklisch gedehnt. Die Frequenz,
Amplitude und Dauer der Dehnung variierten zwischen den Experimenten (siehe Tabelle
20). Eine Amplitude von 3 mm entspricht hierbei einer Dehnung der Zellen von 14%,
eine Amplitude von 8,9 mm entspricht 40%. Da die Signalform fu¨r zyklische Dehnung als
sinusoidaler Verlauf beschrieben wird [109], es sich bei dem hier angelegten Reiz jedoch um
einen trapezfo¨rmigen Reiz handelt, wurden die Fahr- und Pausenzeiten durch Anpassung
der Parameter bestmo¨glich an einen sinusoidalen Verlauf angeglichen.
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Zur Bestimmung der Zytoskelettorientierung als Antwort auf mechanische Reize wurde
das Aktinnetzwerk der Zellen nach zyklischer Dehnung mit fluoreszenzmarkiertem Phal-
loidin markiert. Um die Zellen auf Zugkammern fluoreszenzmikroskopisch analysieren zu
ko¨nnen, wurde ein Objekttra¨ger unter den Kammerboden gehaftet. Nach Ausha¨rten des
Eindeckelmediums u¨ber Nacht konnte der eingedeckelte Kammerboden am na¨chsten Tag
mit Hilfe eines Skalpells aus dem Halterahmen herausgetrennt werden.
Die Immunfluoreszenzaufnahmen der Proben wurden anschließend an einem Inversmikro-
skop (Axiover Observer Z.1, Carl Zeiss) mit einem 40 x EC-Plan Neofluar O¨lobjektiv
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(Ph3/1,3 NA) aufgenommen. Als Lichtquelle diente eine Xenon-Hochdrucklampe mit ei-
nem Wellenla¨ngenspektrum von 300-700 nm (300W, Lambda DG-4, Shutter Instruments).
Die optischen Aufnahmen wurden mit Hilfe einer EM-CCD-Kamera (Typ C9100, Hama-
matsu, Japan) in digitale Bilder umgewandelt. Die Orientierungsanalysen wurden mit
einer von G. Dreissen (ICS-7) entwickelten Software (MATLAB 9.0) durchgefu¨hrt, die im
Folgenden na¨her beschrieben wird:
Zuna¨chst wurde fu¨r das Fluoreszenzbild anhand eines 2D Strukturtensors nach Bigun et
al. 1987 die Orientierung eines jeden Pixels mittels eines gradientenbasierten Verfahrens
bestimmt. Hierfu¨r wird anhand des Grauwertverlaufs in X- und Y-Richtung jedem Pi-
xel ein Orientierungsvektor zugeordnet. Da in die Auswertung jedoch ausschließlich die
Orientierung des Zytoskeletts einfließen soll, wurden in einem weiteren Schritt die Zell-
fla¨chen maskiert, um alle Strukturen außerhalb der Zelle auszuschließen. Fu¨r die Analyse
der Zytoskelettorientierung muss zuna¨chst jede Zelle einzeln maskiert werden. Bei einzeln
liegenden Zellen erfolgt die Maskierung automatisiert. Hierfu¨r wird der mittlere Grauwert
des gesamten Bildes bestimmt und Strukturen, deren Grauwert den mittleren Grauwert
u¨berschreiten als zellula¨re Strukturen maskiert. Bereiche, die eine Mindestgro¨ße von 5000
Pixeln ( 188,17 µm 2) unterschreiten, werden nicht beru¨cksichtigt. Freie Bereiche innerhalb
der Zellmaskierung werden nachtra¨glich ebenfalls maskiert, sodass die Zellen vollsta¨ndig
erfasst werden. In Bereichen mit konfluenter Zelldichte mu¨ssen die Zellen manuell um-
randet und so voneinander getrennt werden. Die Zellmaske wurde durch morphologische
Erosion um 15 Pixel (2,9 µm) verkleinert, sodass die Aktin-Randfasern in der Auswertung
nicht beru¨cksichtigt werden.
Die Fluoreszenzbilder wurden mit einer 7 x 7 Pixel (0,194 µm x 0,194 µm) großen Binomi-
almaske gegla¨ttet. Anschließend wurde das gegla¨ttete Bild vom Originalbild subtrahiert.
Zur Rauschminimierung wurde das Bild anschließend erneut mittels einer 7 x 7 Pixel
großen Binomialmaske gegla¨ttet. Hierdurch wurden Hintergrundrauschen und homoge-
ne Fla¨chen minimiert und Kanten von zytoskelettalen Strukturen hervorgehoben. Alle
Bildpunkte, deren Grauwert die Summe aus mittlerem globalem Grauwert und dessen
Standardabweichung (0,5 Pixel) u¨berschreiten, wurden als zytoskelettale Strukturen an-
genommen. Bereiche kleiner als 200 µm2 wurden hierbei nicht beru¨cksichtigt.
Von den zu Beginn bestimmten Orientierungsvektoren aller Pixel des gesamten Bildes
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flossen nur die Bereiche in die spa¨tere Analyse mit ein, welche sich innerhalb einer Zellmas-
kierung befanden und nach der Bildprozessierung als zytoskelettale Strukturen detektiert
wurden. Aus den verbleibenden Orientierungsvektoren wurde fu¨r jede Zelle ein separa-
tes Histogramm erstellt, aus welchem die Hauptorientierung des Zytoskeletts bestimmt
wurde.
2.8 Analyse zellula¨rer Kra¨fte
Zellen sind durch Zell-Matrix-Adha¨sionen mit ihrem Substrat verbunden und u¨ben u¨ber
diese Kontaktstellen Kra¨fte aus, welche zu lokalen Deformationen des Substrates fu¨hren.
Zellula¨re Substratdeformationen ko¨nnen mittels Positionsanalyse fluoreszierender Kugeln
in der Substratoberfla¨che im Mikroskop sichtbar gemacht werden. Aus den Substratde-
formationen ko¨nnen die zellula¨ren Kra¨fte bestimmt werden, was im Folgenden na¨her be-
schrieben wird. Da die zellula¨ren Kra¨fte im nN-Bereich liegen, ko¨nnen lokale Deforma-
tionen nur mit einer hohen ra¨umlichen Auflo¨sung und einem ausreichend weichen, defor-
mierbaren Substrat aufgezeichnet werden. Das verwendete Substrat muss zusa¨tzlich eine
gute Biokompatibilia¨t und fu¨r mikroskopische Analysen eine hohe Transparenz aufweisen.
Gleichzeitig muss das Material linear-elastisch und seine Elastizita¨t pra¨zise charakterisier-
bar sein.
Der in dieser Arbeit verwendete Silikonkautschuk, Polydimethylsiloxan (PDMS), erfu¨llt
diese Bedingungen. Die Einbettung von fluoreszierenden Mikrokugeln in elastische, 15 kPa
steife PDMS-Substrate dient dazu, tangentiale Deformationen des Substrates, hervorge-
rufen durch die Zellen, mit hoher Auflo¨sung zu detektieren. Fu¨r die Herstellung dieser
Substrate wurden fluoreszierende Mikrokugeln mit einem Durchmesser von 200 nm in ein
Elastomergemisch mit einem Mischungsverha¨ltnis von 1:50 (15 kPa) eingebettet. Hierfu¨r
wurden 10 µl einer 2%igen Mikrokugel-Suspension mit 16.100 x g fu¨r 7 Minuten bei
4 °C zentrifugiert. Anschließend wurde der U¨berstand verworfen und die Kugeln mit
dem zehnfachen Volumen des entgasten, nicht kreuzvernetzen Elastomers vermischt. Das
Kugel-PDMS-Gemisch wurde gleichma¨ßig auf eine Siliziummaske mit regelma¨ßigen Ver-
tiefungen aufgetragen. Die Erhebungen der Siliziummaske wiesen eine Kantenla¨nge von
2,5 µm und eine Ho¨he von 500 nm auf. Die quadratische Gitterkonstante betrug 3,5 µm.
Durch das Verteilen des PDMS-Kugel-Gemischs wurden die fluoreszierenden Mikrokugeln
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gleichma¨ßig in die Vertiefungen eingerieben. Im Anschluss wurde ein Tropfen kugelfreies
Elastomergemisch auf die Maske gegeben. An zwei Seiten der Maske wurden zwei 80 µm
hohe Platzhalter platziert, von oben wurde das Elastomer mit einem 80 µm dicken Deck-
glas bedeckt, wodurch sich eine Elastomerdicke von 80 µm ergab. Der gesamte Aufbau
wurde zusa¨tzlich noch mit einem Objekttra¨ger beschwert und seitlich mit zwei Klammern
zusammengehalten (siehe Abbildung 22). Die Kreuzvernetzung erfolgte fu¨r 16 Stunden
bei 60 °C. Anschließend konnte das kreuzvernetzte Elastomer mittels hochreinem Isopro-
panol von der Gussform abgelo¨st und mit einem 1:10 Elastomergemisch in eine Zellkultur-
Lochschale eingeklebt werden. Die Kreuzvernetzung des 1:10 PDMS erfolgte fu¨r 2 Stunden
bei 60 °C.
Abbildung 22: Schematische Darstellung der Herstellung von elastischen Ober-
fla¨chen mit fluoreszierenden Mikrokugeln.
Vor der Aussaat der shPlectin- bzw. shCtrl-Zellen wurden die elastischen Substrate fu¨r
zwei Stunden bei 37 °C mit 125 µl/cm2 einer Fibronektinlo¨sung (20 µg/ml) beschichtet.
Die Aussaat erfolgte 18 Stunden vor der Zellkraftmessung mit einer Zelldichte von 1000
Zellen/cm2. Die Zellkraftanalysen wurden an einem Inversmikroskop (Axio Observer Z.1,
Carl Zeiss) unter Verwendung eines O¨lobjektives mit 40facher Vergro¨ßerung und einer nu-
merischen Apertur von 1,3 durchgefu¨hrt. Die Anregung der fluoreszierenden Mikrokugeln
erfolgte mittels Helium-Neon-Lasers mit einer Wellenla¨nge von 633 nm. Das Inkubati-
onssystem XL S1 ermo¨glichte eine Durchfu¨hrung der Lebendzellexperimente bei 37 °C
und 5% CO2. Die verwendete Mikroskop-Software enthielt eine ”mark&find“-Funktion,
mit welcher sich Positionen speichern und mittels motorisiertem Probentisch automatisch
ansteuern lassen. Zur Analyse der Substratdeformation durch die Zelle wurde jeweils vor
und nach dem Ablo¨sen der Zellen eine Aufnahme der fluoreszierenden Kugeln gemacht.
Das Bild der Kugeln nach dem Ablo¨sen der Zellen stellt ein Referenzbild zum deformierten
Substrat vor dem Ablo¨sen der Zellen dar. Aus der Verschiebung der Mikrokugeln kann
anschließend die Kraft, welche die Zelle auf das Substrat ausu¨bt, abgescha¨tzt werden.
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Die gesamte Probe wurde ma¨anderfo¨rmig abgerastert. Positionen einzeln liegender, aufge-
spannter Zellen wurden gespeichert und ein Phasenkontrastbild der Zelle sowie ein Fluo-
reszenzbild der Mikrokugeln im Substrat aufgenommen. Anschließend wurde das Zellkul-
turmedium abgenommen und die Zellen fu¨r 30 Minuten mit Trypsin-EDTA inkubiert, was
zum Ablo¨sen der Zellen vom Substrat fu¨hrte. Das Trypsin-EDTA wurde abgenommen und
gegen PBS ersetzt. Die zuvor gespeicherten Positionen wurden erneut vermessen, um ein
Referenzbild der fluoreszierenden Kugeln im Substrat ohne Deformation durch die Zellen
aufzunehmen.
Fu¨r die Abscha¨tzung der Zellkra¨fte wurde das von N. Kirchgeßner und S. Houben im ICS-7
entwickelte Computerprogramm ”CellForceAnalysis“ verwendet. Fu¨r die in dieser Arbeit
durchgefu¨hrten Experimente wurden individuelle A¨nderungen des Programms von Dr. R.
Springer (ICS-7) implemetiert. Zur Bestimmung der lokalen, tangentialen Deformationen
mu¨ssen zuna¨chst die Positionen der fluoreszierenden Mikrokugeln bestimmt und Verschie-
bungen der Probe wa¨hrend der Messung korrigiert werden. Hierfu¨r wurde in der obersten
Substratschicht manuell eine Kugel umrandet. Die Positionsanalyse der weiteren Kugeln
erfolgte durch normierte Kreuzkorrelation des zuvor ausgewa¨hlten Bildausschnitts einer
Kugel mit dem gesamten Bildbereich. Hierbei wurden lokale Maxima des Kreuzkorrelati-
onskoeffizienten, welche einen Schwellenwert von 0,7 u¨berschritten, als Positionen weiterer
Kugeln angenommen. Aufgrund der la¨ngeren Inkubationszeit sowie der mehrfachen Me-
dienwechsel kann es zwischen den einzelnen Aufnahmen (mit und ohne Deformation) zu
leichten Verschiebungen der Probe kommen. Eine Korrektur dieser Verschiebung vor der
Bestimmung der Substratdeformation ist deshalb unerla¨sslich, um Artefakte zu elimi-
nieren und eine verschiebungsunabha¨ngige Substratdeformation der Zelle analysieren zu
ko¨nnen.
Die Driftkorrektur erfolgte anhand von Substratbereichen, welche außerhalb des Defor-
mationsfeldes der Zelle lagen und deshalb als unbeeinflusst angenommen werden ko¨nnen.
In diesen Bereichen wurden mindestens drei rechteckige Bildausschnitte manuell markiert
und mit Hilfe der normierten Kreuzkorrelation im Referenzbild analysiert. Aus den so
bestimmten Verschiebungen wurde der Mittelwert der verschiedenen Bildausschnitte be-
stimmt und als Verschiebung des gesamten Bildbereichs angenommen. Die Aufnahmen
wurden anschließend automatisch driftkorrigiert. Zur Bestimmung der Substratdeforma-
tion durch die Zellen wurde der Positionsunterschied der fluoreszierenden Mikrokugeln
vor und nach dem Ablo¨sen der Zellen bestimmt. Da die Verschiebung anhand einer Ku-
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gel kaum nachvollziehbar ist, wurde hierfu¨r eine Schablone generiert, welche die Kugeln
in ihrer spezifischen Umgebung zeigt. Die Kugeln in der Umgebung der zu verfolgenden
Mikrokugel bilden hierbei fu¨r jede Kugel ein einzigartiges Muster, welches wie eine Art
Fingerabdruck fungiert und sich in jedem Bild wiederfinden la¨sst. Durch Kreuzkorrelation
kann so die Position einer jeden Schablone pra¨zise bestimmt werden. Aus den Mittelpunk-
ten der Schablonen ergeben sich so Verschiebungsvektoren fu¨r jede Mikrokugel, die sich
im Zentrum der Schablone befindet. Anhand von Verschiebungsvektoren ko¨nnen aus den
Positionsunterschieden der Kugeln die kontraktilen Zellkra¨fte abgescha¨tzt werden [110].
Die Summe aller wirkenden Kraftkomponenten innerhalb dieses Bereichs ergab hierbei
die kontrahierende Gesamtkraft der Zelle.
2.9 Kraftspektroskopische Messungen an lebenden Zellen
Die Elastizita¨tsmessungen an lebenden Zellen wurden mittels Rasterkraftmikroskopie
durchgefu¨hrt. Hierfu¨r wurden die KTyIWT-, KTyI-/- -, KTyI-/-K14- und KTyI-/-
K14R131P-Zellen mit einer Dichte von 1.050 Zellen/cm2 fu¨r Einzelzellmessungen und
8.900 Zellen/cm2 fu¨r Analysen an konfluenten Zellschichten 48 Stunden vor der Messung
auf Glassubstrate ausgesa¨t. Fu¨r Experimente unter Kalziumeinfluss wurden die Zellen 24
Stunden nach Aussaat fu¨r 24 Stunden in Medium mit 1,2 mM Kalzium kultiviert.
Die A431 Zellen wurden mit einer Dichte von 6.250 Zellen/cm2 ausgesa¨t und 24 Stunden
vor der Messung in serumfreien Medium kultiviert. Unmittelbar vor dem Experiment wur-
den die Zellen mit 1x PBS gewaschen und in 2 ml HEPES-Zellkulturmedium inkubiert.
Die Elastizita¨tsmessungen wurden bei Raumtemperatur an einem NanoWizzar II Raster-
kraftmikroskop in der Life Science Version der Firma JPK durchgefu¨hrt. Die Kombination
mit einem inversen Mikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss) ermo¨glichte die optische Kon-
trolle der Zellvitalita¨t sowie der Positionierung des Cantilevers. Verwendet wurde hierfu¨r
ein Luftobjektiv mit 10facher Vergro¨ßerung.
Zur Durchfu¨hrung von vergleichenden Elastizita¨tsmessungen an lebenden Zellen ist es
notwendig, einen flexiblen, sehr elastischen Cantilever zu verwenden, dessen Elastizita¨t
vergleichbar mit der der Zellen ist. Nur so kann sichergestellt werden, dass der Canti-
lever stark genug ist, die Zelle zu indentieren und gleichzeitig sensitiv genug, um be-
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reits Indentationen zu messen. Fu¨r die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Messungen wur-
den deshalb Cantilever mit einer nominellen Federkonstante von k=0,04 N/m und einer
Resonanzfrequenz von f0= 7 kHz verwendet (Nanoworld ArrowTM TL1AU mit Ti/Au
Ru¨ckseitenbeschichtung). Eine Ru¨ckseitenbeschichtung des Cantilevers mit Ti/Au ver-
bessert das Reflexionsvermo¨gen der Oberfla¨che fu¨r das Laserlicht und erho¨ht dadurch die
Sensitivita¨t des Cantilevers.
Um die lebenden Zellen durch die Indentation wa¨hrend der Messung nicht zu
bescha¨digen, wurden Cantilever mit einer kugelfo¨rmigen Spitze gewa¨hlt. Hierzu wurde
ein Zweikomponenten-Klebersystem (UHU plus Endfest 300) verwendet, um eine Silizi-
umspha¨re (r = 2,5 µm, G. Kisker GbR, PSI-0.5, surface plain) unterseitig am vorderen
Ende des spitzenlosen Cantilevers zu befestigen. Der exakte Radius der kugelfo¨rmigen
Cantileverspitze wurde an einem konfokalen Mikroskop (Axiovert 200, Carl Zeiss) mit
Hilfe eines 4 x LD Plan Neofluar Ph2 Luftobjektives vermessen. Zur Reduzierung des
thermischen Rauschens wurde der Cantilever vor jedem Experiment fu¨r ca. 20 Minuten in
das (HEPES) Zellkulturmedium eingetaucht, sodass sich ein thermisches Gleichgewicht
einstellen konnte.
Da es sich bei Elastizita¨tsmessungen an lebenden Zellen um sehr sensitive Messungen
handelt und Inhomogenita¨ten oder Vera¨nderungen am Cantilever zu Abweichungen von
den Herstellerangaben bezu¨glich Federkonstante und Sensitivita¨t fu¨hren ko¨nnen, ist es
von großer Bedeutung, die Federkonstante und Sensitivita¨t des jeweiligen Cantilevers in
hoher Genauigkeit vor Durchfu¨hrung der Messungen zu bestimmen.
Die Federkonstante wird durch die La¨nge und Geometrie des Cantilevers bestimmt und
ist fu¨r seine Eigenschaften entscheidend. Die exakte Kalibrierung der Federkonstante er-
folgte fu¨r jeden Cantilever individuell anhand seines thermischen Rauschspektrums. Zur
Aufzeichnung des Spektrums befindet sich der Cantilever etwa 20-50 µm oberhalb des
Substrates und wird durch thermische Energie zum Schwingen angeregt. Das Resonanz-
spektrum des Cantilevers wird fu¨r 1-2 Minuten anhand der Laserbewegung auf der Pho-
todiode aufgezeichnet und kann zur Berechnung der Federkonstanten verwendet werden.
Die Fluktuationen des Cantilevers werden als Funktion der Frequenz aufgetragen. Hierbei
ist die Amplitude bei konstanter Temperatur ausschließlich von der Federkonstante des
Cantilevers abha¨ngig. Durch Anpassung einer Lorentzfunktion an die thermische Reso-
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nanzkurve kann die Federkonstante bestimmt werden. Das Spektrum zeigt hierbei mehrere
Schwingungsmodi des Cantilevers, von welchen normalerweise der erste zur Berechnung
verwendet wird. Da sehr weiche Cantilever in Flu¨ssigkeit ein geringes Signal-Rausch-
Verha¨ltnis aufweisen, wird in diesem Fall der zweite Schwingungsmodus zur Ermittlung
der Federkonstante verwendet.
Neben der Federkonstanten des Cantilevers muss auch die Sensitivita¨t des gesamten Sy-
stems bestimmt werden. Hierfu¨r wird das Auslenkungssignal des Cantilevers kalibriert,
indem die Auslenkung des Cantilevers fu¨r eine definierte am Piezoelement angelegte elek-
trische Spannung bestimmt wird. Fu¨r diese festgelegte Spannung wird die Auslenkung des
Cantilevers u¨ber die Bewegung des Laserstrahls auf der Photodiode ermittelt. Anhand des
linearen Anstiegs der aufgezeichneten Spannungs-Auslenkungs-Kurven auf harten Sub-
straten kann die Sensitivita¨t [nm/V] des Systems bestimmt werden.
Aufgrund von starken Inhomogenita¨ten durch Zellorganellen und zytoskelettale Bestand-
teile im Zellko¨rper wurden in dieser Arbeit sa¨mtliche Elastizita¨tsmessungen u¨ber dem
Zellkern durchgefu¨hrt. Eine Indentationstiefe von 5-10% der gesamten Zellho¨he darf hier-
bei nicht u¨berschritten werden, um den Einfluss der Schichtdicke ausschließen zu ko¨nnen.
Mittels Immunfluoreszenzfa¨rbung wurde die Position des Zytoskeletts oberhalb des Zell-
kerns bestimmt. So konnte sichergestellt werden, dass die Indentationen des Cantilevers
ausreichend klein waren, um die Elastizita¨t des Zytoskeletts ohne den Einfluss des Zell-
kerns bestimmen zu ko¨nnen. Zu Beginn der Messung wurde der Cantilever zentral u¨ber
einem Zellkern positioniert und anschließend abgesenkt. Die Anna¨herungsgeschwindigkeit
wurde hierbei konstant auf 1,5 µm/s gehalten. Das Absenken erfolgte bis zum Erreichen
einer maximalen Auflagekraft von 1,5 nN. Der Cantilever wurde anschließend wieder von
der Probe entfernt und zuru¨ck in seine Ausgangsposition gefahren. Fu¨r den Nachweis der
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden an jeder Messstelle drei aufeinanderfol-
gende Kraftkurven aufgezeichnet.
Fu¨r die visuelle Darstellung der Kraftkurven wurde die vertikale Laserauslenkung auf
der Photodiode wa¨hrend des Verfahrens des Cantilevers gegen die vertikale Position des
Cantilevers in µm aufgetragen. Anschließend erfolgte mit Hilfe der zuvor bestimmten
Sensitivita¨t und Federkonstante des Cantilevers die Transformation der Kurve in eine
Kraft-Abstands-Kurve. Es folgte die Korrektur der Grundlinie. Da es sich bei Steigungen
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der Grundlinie vor dem eigentlichen Probenkontakt meist um Artefakte handelt, wurde
die Steigung der Kurve in diesem Bereich von der aufgezeichneten Gesamtkurve subtra-
hiert und die Grundlinie auf 0 gesetzt. Bei harten, nicht elastischen Substraten fu¨hrt
eine La¨ngena¨nderung des Piezoelements nach Erreichen des Kontaktpunktes zu einer pro-
portionalen Deformation des Cantilevers. Bei weichen Substraten hingegen fu¨hrt eine
Verla¨ngerung des Piezoelements neben einer Auslenkung des Cantilevers auch zu einer
Indentation in das Substrat.
Anhand der zuvor bestimmten Sensitivita¨t des Cantilevers kann aufgrund der Piezobe-
wegung die Indentationstiefe ermittelt und die wahre Ho¨he des Cantilevers bestimmt
werden. Dies ermo¨glicht eine Ho¨henkorrektur des Cantilevers (Tip-sample separation).
Entscheidend bei der pra¨zisen Analyse der Elastizita¨t ist eine genaue Bestimmung des
Kontaktpunktes von Cantilever und Probe. Da es bei der gera¨teeigenen (JPK DP) Soft-
ware immer wieder zu Ungenauigkeiten in der Kontaktpunktbestimmung kam, wurde ein
eigens im Institut von Dr. R. Springer (ICS-7) entwickelter Algorithmus zur Kontakt-
punktbestimmung verwendet. Hierfu¨r wurden die aufgezeichneten Messkurven mit ca.
104 Datenpunkten durch Datenreduktion gegla¨ttet. Die Kurven wurden hierbei in 100
Intervalle unterteilt und die Datenpunkte innerhalb dieser Bereiche gemittelt. Anhand
dieser Mittelwerte wurde eine reduzierte, gegla¨tte Kurve erstellt. Die dritte Ableitung der
reduzierten Kurve wurde errechnet und das erste regionale Maximum als Kontaktpunkt
identifiziert. Hierbei wurde das Maximum der dritten Ableitung gewa¨hlt, da dieses, im
Gegensatz zu den Maxima der ersten und zweiten Ableitung vor dem Bereich der Kur-
venkru¨mmung liegt. Es befindet sich im U¨bergang zwischen kraftfreier Grundlinie und
dem Auslenkungsbereich des Cantilevers und kommt dadurch dem Kontaktpunkt von
Cantilever und Probe am na¨chsten. Das Maximum der ersten Ableitung beschreibt den
Wendepunkt der Kurve, das der zweiten Ableitung den Bereich der sta¨rksten Kru¨mmung,
wodurch beide Ableitungen zur Kontaktpunktbestimmung ungeeignet sind und nur das
Maximum einer ho¨heren Ableitung in Frage kommt. Fu¨r den Abstand von Cantilever und
Probe wurde im Bereich des Kontaktpunktes der Wert auf 0 gesetzt. Die Abstandswerte
aller anderen Messpunkte wurden entsprechend angepasst. Fu¨r die weitere Auswertung
der Zellelastizita¨t wurden nur Bereiche verwendet, welche –ausgehend vom Kontaktpunkt-
eine Indentationstiefe von 500 nm nicht u¨berschritten.
Mittels eines Indentationsdiagrammes, bei welchem der Elastizita¨tsmodul gegen die In-
dentationstiefe aufgetragen wird, konnte gezeigt werden, dass der Elastizita¨tsmodul fu¨r
67
2. Material und Methoden
diesen Bereich auch bei Variationen des Indentationsbereichs konstant blieb. Fu¨r Elasti-
zita¨tsmessungen an lebenden Zellen ist das Hertzmodell ungeeignet. Aus diesem Grund
wurde fu¨r die Analyse der Kraftkurven der im Institut eigens von Dr. R. Springer (ICS-7)
entwickelte Algorithmus verwendet. Mit Hilfe eines MATLAB-basierten Programms wird
hierbei das mathematische Modell eines einfachen Potenzgesetzes an die Messkurven an-
gepasst:
F = A · δb (3)
Hierbei beschreibt F die Kraft (des Indentors), A die anna¨hernde Steifigkeit, δ die Indenta-
tionstiefe (des Indentors) und b den Exponenten. Die Summe der kleinsten quadratischen
Abweichungen zwischen dem Modell und der Messkurve wurde mittels numerischem Op-
timierungsverfahren nach Marquardt-Levenberg-Algorithmus bestimmt. Der Vorfaktor A
und der Exponent b des Potenzgesetzes sind hierbei freie Variablen.
2.10 Statistische Analysen
Um die Unterschiede der mechanischen Eigenschaften von Zellen auf Signifikanz zu pru¨fen,
wurde der nicht parametrische Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Erga¨nzend wur-
de fu¨r die Relevanz des statistischen Effekts die Effektgro¨ße nach Cohen berechnet. Signi-
fikanzniveaus werden wie folgt angegeben:
0,01 ≤ p < 0,05: ∗
0,001 ≤ p < 0,01: ∗∗




Die mechanischen Eigenschaften von Zellen werden durch die drei zytoskelettalen Kom-
ponenten Mikrotubuli, Mikrofilamente und Intermedia¨rfilamente bestimmt. Ebenfalls von
Bedeutung sind zytoskelettassoziierte Proteine wie Plectin oder Vinculin, welche die ein-
zelnen Komponenten des Zytoskeletts miteinander verbinden, ihre Dynamiken regulieren
und an der Ausbildung von Adha¨renzstrukturen beteiligt sind. Bislang stehen in vielen
biologischen Arbeiten Einzelzellen im Vordergrund. Da die kalziumabha¨ngige Ausbildung
von Adha¨sionsstrukturen wie Desmosomen oder Adherens Junctions die mechanischen
Eigenschaften von Zellen beeinflussen kann, standen in dieser Arbeit neben Einzelzellana-
lysen auch vergleichende Analysen von Zellschichten im Fokus. Hierbei wurden anhand
von Elastizita¨tsmessungen mittels Rasterkraftmikroskopie die mechanischen Eigenschaf-
ten der Zellen analysiert und ihre Widerstandsfa¨higkeit gegenu¨ber externen Reizen durch
Zugexperimente untersucht. Zusa¨tzlich wurden Zellkraftanalysen sowie die Analyse be-
stimmter Proteine mittels Immunfluoreszenzfa¨rbungen durchgefu¨hrt. Im Folgenden wird
das Messergebnis als Mittelwert zusammen mit dem Vertrauensbereich fu¨r eine statisti-
sche Sicherheit von P=95% (CI95) angegeben.
3.1 Zellkraft- und Zellelastizita¨tsmessungen an plectinreduzier-
ten Zellen
3.1.1 Analyse der Zellkraft von plectinreduzierten Zellen
Den Großteil des Zytoskeletts in Keratinozyten bildet das Keratinnetzwerk. Seine Funktio-
nen werden durch spezifische Anordnung der Keratinfilamente sowie sta¨ndige, dynamische
Auf- und Abbauprozesse reguliert. Grundlage hierfu¨r ist der Keratinzyklus, bei welchem
Keratinfilamente peripher gebildet und wa¨hrend einer anhaltenden, zentripetalen Translo-
kation in das bereits bestehende Keratinnetzwerk eingebaut werden. Ein aktinabha¨ngiger
retrograder Fluss ko¨nnte fu¨r diese Translokation verantwortlich sein [111]. Als Bindeglied
zwischen Aktin und Keratin gilt Plectin, fu¨r welches bereits eine Aktin- und eine Kera-
tinbindestelle identifiziert werden konnte [112]. Zusa¨tzlich ist Plectin fu¨r die Verankerung
von Keratinfilamenten in Hemidesmosomen und deren Stabilisierung von Bedeutung [29]
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[113] [114] [115] [116].
Anhand von Vulva-Karzinomzellen, in welchen Plectin mittels shRNA auf 10-20% herun-
terreguliert wurde, ist der Einfluss der Aktin-Keratin-Verbindung auf die mechanischen
Eigenschaften der Zellen untersucht worden. Die Herunterregulation von Plectin fu¨hrt zu
einer erho¨hten Anzahl und Verla¨ngerung der Stressfasern. Zudem ist das Keratinnetz-
werk dieser Zellen weniger dicht und weist dickere Keratinfilamente sowie eine erho¨hte
Verzweigungsla¨nge der Filamente auf [103]. Die hemidesmosomalen Strukturen sind in
diesen Zellen deutlich reduziert [103].
Da Plectin sowohl in Hemidesmosomen als auch in Fokaladha¨sionen vorkommt und das
wichtigste Adapterprotein zwischen Aktin und Keratin darstellt, wurde der Einfluss der
Plectin-Reduzierung auf die zellula¨ren Kra¨fte untersucht. Hierfu¨r wurden Zellkraftanaly-
sen an Zellen, welche mit shRNA gegen Plectin (shPlectin-Zellen) transfiziert wurden und
Zellen, welche mit funktionsloser RNA (shCtrl-Zellen) transfiziert wurden, durchgefu¨hrt.
Abbildung 23: Phasenkontrastaufnahme von einer shCtrl-Zelle (A) und einer
shPlectin-Zelle (B) auf mikrostrukturierten Substraten. Maßstab 10 µm.
Die Zellen wurden hierfu¨r auf elastische Substrate mit eingebetteten fluoreszierenden Mi-
krokugeln ausgesa¨t und die zellula¨re Substratdeformation anhand der Positionsverschie-
bung der Kugeln detektiert (siehe 2.8 auf Seite 61). 18 Stunden nach Aussaat waren die
Zellen auf den fibronektinbeschichteten Oberfla¨chen adha¨riert. Zwischen den shPlectin-
und den shCtrl-Zellen war morphologisch kein Unterschied erkennbar (siehe Abbildung
23). Aus den Substratdeformationen wurden die zellula¨ren Kra¨fte bestimmt (siehe Abbil-
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Abbildung 24: Zellkraftanalyse am Beispiel einer shCtrl-Zelle. (A) zeigt eine Phasen-
kontrastaufnahme der shCtrl-Zelle auf mikrostrukturiertem Substrat. Der blau umrandete Be-
reich markiert die Fla¨che, fu¨r welche die kontraktilen Kra¨fte bestimmt wurde. Maßstab 10 µm.
In (B) sind die Immunfluoreszenzaufnahme der fluoreszierenden Mikrokugeln im Substrat (weiß)
sowie die aus der fla¨chigen Kraftanalyse berechneten Kra¨fte (gelb) dargestellt. Maßstab 3 nN.
(C) zeigt die Substratdeformation in µm, (D) die Betra¨ge der Kra¨fte pro Einheitsfla¨che. Die
Summe der kontraktilen Kra¨fte fu¨r die dargestellte Zelle betra¨gt 124 nN.
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dung 24). Die mittlere Summe aller kontraktilen Kra¨fte pro Zelle lag bei den shCtrl-Zellen
bei 114 nN (CI95 = 18 nN) und bei den shPlectin-Zellen bei 103 nN (CI95 = 13 nN) und
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (siehe Abbildung 25).
Abbildung 25: Summe aller kontraktilen Kra¨fte pro Zelle in den shCtrl- und
shPlectin-Zellen. Die mittlere Summe der kontraktilen Kra¨fte liegt bei den shCtrl-Zellen bei
114 nN (n = 86) und bei den shPlectin-Zellen bei 103 nN (n = 75). Die Fehlerbalken geben den
Vertrauensbereich fu¨r eine statistische Sicherheit von 95% an.
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3.1.2 Analyse der Zellelastizita¨t von plectinreduzierten Zellen
Da die erho¨hte Keratinverzweigungsla¨nge in shPlectin-Zellen Auswirkungen auf die Sta-
bilita¨t des Keratinnetzwerkes haben ko¨nnte, wurden die mechanischen Eigenschaften von
shPlectin- und shCtrl-Zellen anhand von kraftspektroskopischen Messungen am Raster-
kraftmikroskop untersucht (siehe 2.5.3.1 auf Seite 48). Fu¨r die Aufzeichnung der Kraftkur-
ven wurde der Cantilever u¨ber dem Zellkern positioniert. An jeder Messposition wurden
drei Kraft-Abstands-Kurven aufgezeichnet. Diese Kurven zeigten eine U¨berlagerung, wo-
durch eine permanente plastische Deformation und eine aktive Zellantwort wa¨hrend der
Messung ausgeschlossen werden konnten (siehe Abbildung 26). Zudem konnte damit die
Reproduzierbarkeit der Messung u¨berpru¨ft werden.
Abbildung 26: U¨berlagerung von drei Kraft-Abstands-Kurven. Die Kraftkurven wur-
den im Abstand von ca. 7 Sekunden an der gleichen Messposition oberhalb des Zellkerns aufge-
nommen. Die Anna¨herungskurven zeigen eine U¨berlagerung, bei den Ru¨ckzugskurven kommt es
aufgrund von Adha¨sionen zwischen Cantilever und Zelle zu leichten Abweichungen der Kurven.
Fu¨r die Bestimmung der Zellsteifigkeit aus den aufgezeichneten Kraft-Abstands-Kurven
wurde der Kurvenbereich bis zu einer Indentationstiefe von 500 nm (nach dem Kon-
taktpunkt) beru¨cksichtigt. Im ersten Schritt wurde durch Anpassung des allgemeinen
Potenzgesetzes F=Aδb an die Kraft-Abstands-Kurven der Mittelwert des Exponenten b
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bestimmt (siehe Abbildung 27). Dieser lag fu¨r alle Zellen bei 1,8 (CI95 = 0,1) (n = 55).
Zur Bestimmung der anna¨hernden Steifigkeit (A1.8) wurde der Exponent auf 1,8 festge-
Abbildung 27: Anpassung eines allgemeinen Potenzgesetzes an die Kraftkurven zur
Bestimmung des Exponenten b. In blau ist der Bereich von 0 - 500 nm nach dem Kon-
taktpunkt dargestellt. Die rote Linie zeigt die Anpassung des allgemeinen Potenzgesetzes an die
Messkurve. Der aus dieser Kurve bstimmte Exponent betra¨gt 1,83.
setzt. Der Vorfaktor A1.8, mittels welchem eine Aussage u¨ber die anna¨hernde Steifigkeit
der Zellen gemacht werden kann, lag fu¨r shCtrl-Zellen bei 111 N/m1,8 (CI95 = 15 N/m1,8)
und fu¨r shPlectin-Zellen bei 108 N/m1,8 (CI95 = 17 N/m1,8). Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Zellelastizita¨ten der zwei Zelltypen konnte hierbei nicht festgestellt werden
(siehe Abbildung 28).
Zusa¨tzlich wurde die Kraft, welche notwendig ist, um eine bestimmte Indentationstiefe zu
erreichen, aus den Rohdaten der Rasterkraftmikroskop-Messungen ermittelt und in einem
Kraft-Indentations-Diagramm dargestellt. Ohne die Verwendung eines (mo¨glicherweise ar-
tefaktbehafteten) Modells konnten so Ru¨ckschlu¨sse auf die Elastizita¨t gezogen werden. In
steiferen Bereichen ist eine ho¨here Kraft fu¨r das Erreichen einer bestimmten Indentations-
tiefe notwendig als in weicheren Bereichen. Die U¨berlagerung der Kurven fu¨r die shCtrl-
und shPlectin-Zellen verdeutlichte die vergleichbare Elastizita¨t der beiden Zelltypen. Die
notwendige Kraft, um eine Indentation von 500 nm zu erreichen, lag bei den Kontrollzel-
len bei 0,50 nN (CI95 = 0,07 nN), bei den shPlectin-Zellen bei 0,50 nN (CI95 = 0,07 nN)
und zeigte keinen signifikanten Unterschied der beiden Zelltypen (siehe Abbilung 29).
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Abbildung 28: Anna¨hernde Steifigkeit von shCtrl- und shPlectin-Zellen. Der Vorfaktor
A1.8 beschreibt die anna¨hernde Zellsteifigkeit und liegt fu¨r shCtrl-Zellen bei 111 N/m1,8 (n = 26)
und fu¨r shPlectin-Zellen bei 108 N/m1,8 (n = 33). Die Fehlerbalken geben den Vertrauensbereich
fu¨r eine statistische Sicherheit von 95% an.
Abbildung 29: Kraft-Indentationstiefen-Diagramm fu¨r shCtrl- und shPlectin-Zellen.
Die U¨berlagerung der beiden Mittelwertkurven zeigt, dass fu¨r shCtrl- und shPlectin-Zellen ver-




3.2 Einfluss vera¨nderter Keratinnetzwerke auf die Desmoso-
menlokalisation und die mechanischen Eigenschaften von
Zellen
Obwohl die, durch Reduzierung des Proteins Plectin hervorgerufenen, Vera¨nderungen des
Keratinnetzwerkes nicht zu signifikanten Auswirkungen auf die mechanischen Eigenschaf-
ten dieser Zellen fu¨hrten, haben direkte Vera¨nderungen im Protein Keratin oft einen dra-
stischen Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften von Zellen. Beispielhaft hierfu¨r ist
die Krankheit Epidermolysis bullosa simplex (EBS), welche mit einer erho¨hten Fragilita¨t
und Stresssensitivita¨t der Haut einhergeht. Der genaue Mechanismus dieser Krankheit ist
bislang noch nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt. Es ist jedoch bekannt, dass sie durch Mutationen
im Keratin 14 ausgelo¨st werden kann [96].
Durch Zellkraftanalysen und kraftspektroskopische Messungen an KTyI-/-K14R131P-
Zellen (siehe 2.2.1) wurden die Auswirkungen dieser Mutation auf das Keratinnetzwerk
sowie die mechanischen Eigenschaften dieser Zellen detailliert untersucht. Anhand von
immunzytochemischen Fa¨rbungen sowie kraftspektroskopischen Rasterkraftmikroskop-
Messungen wurden vergleichende Untersuchungen der Zelleigenschaften zwischen
KTyI -/-, KTyI-/-K14, KTyI-/-K14R131P und KTyIWT durchgefu¨hrt.
Fluoreszenzaufnahmen des Keratins 14 zeigen sowohl in KTyIWT- als auch in KTyI-/-
K14 –Zellen ein dichtes, den Zellkern umspannendes Keratinnetzwerk mit vergleichbarer
Maschenweite und Filamentdicke. In KTyI-/- -Zellen ist kein Keratinsignal erkennbar,
da die Deletion des sauren TypI-Keratinclusters aufgrund fehlender Bindungspartner zur
Degradation der basischen Keratine in diesen Zellen fu¨hrt. Die Expression von mutiertem
Keratin 14 in KTyI-/-K14R131P–Zellen fu¨hrt zur Bildung von ringfo¨rmigen Keratinag-
gregaten im Zytoplasma dieser Zellen (vergleiche Abbildung 30). Die Ausbildung eines
Keratinnetzwerkes konnte in diesen Zellen nicht beobachtet werden. Das Mikrotubuli-
und Aktinnetzwerk ist in KTyIWT-, KTyI-/- - und KTyI-/-K14- Zellen vergleichbar und




Abbildung 30: Immunfluoreszenzaufnahmen des Keratinnetzwerkes. Die Aufnahmen
zeigen ein dichtes, die Zelle durchspannendes Keratinnetzwerk in KTyIWT- und KTyI-/-K14-
Zellen, wa¨hrend in KTyI-/- -Zellen kein spezifisches Keratinsignal erkennbar ist. In KTyI-/-




3.2.1 Modifikation der Desmosomenlokalisation durch K14R131P-Mutation
Die Mutation K14R131P befindet sich im Helix-Initiierungsmotiv der Keratinfilamente
und fu¨hrt deshalb in keratinfreien Keratinozyten, welche neben den basischen Keratinen
lediglich das mutierte K14 exprimieren, zur Bildung von Keratinaggregaten im Zyto-
plasma. Neben einem modifizierten Keratinnetzwerk wurde in diesen Zellen auch eine
vera¨nderte Lokalisation der Desmosomen beobachtet.
Der Einfluss des vera¨nderten Keratinnetzwerkes auf die Lokalisation der Desmosomen
wurde anhand des desmosomalen Proteins Desmoplakin in dieser Arbeit immunzytoche-
misch na¨her untersucht und statistisch ausgewertet (siehe 2.6.5 auf Seite 54). Wa¨hrend
desmoplakinreiche Strukturen in KTyIWT- und KTyI-/-K14- Zellen zahlreich entlang der
Zellmembran positioniert waren, wiesen KTyI-/- -Zellen eine vera¨nderte Desmoplakin-
Lokalisation auf. In diesen Zellen war neben einem membransta¨ndigen auch ein zyto-
plasmatisches Desmoplakin-Signal erkennbar (siehe Abbildung 31). Die Expression von
K14R131P fu¨hrte zu einer Reduzierung desmosomalen Strukturen entlang der Zellmem-
bran. Die Menge an Desmoplakin entlang der Zellgrenzen war in diesen Zellen geringer
als in KTyI-/- Zellen. Immunfluoreszenzaufnahmen zeigten eine vera¨nderte Lokalisierung
von Desmoplakin, welche mit der Menge an zytoplasmatischen Keratinaggregaten im Zu-
sammenhang steht.
Zur detaillierteren Auswertung wurden Korrelationsanalysen fu¨r die Menge an K14-
Aggregaten und membransta¨ndigem Desmoplakinsignal durchgefu¨hrt. Fu¨r die Auswer-
tung wurden die Zellgrenzen in den Immunfluoreszenzaufnahmen manuell markiert. An-
schließend wurden die Zellen entsprechend der Menge ihrer Keratinaggregate in Zellen
mit wenigen bzw. Zellen mit vielen Aggregaten eingeteilt (siehe hierzu 2.6.5 auf Seite
54). Hierbei zeigte sich, dass eine geringe Anzahl von zytoplasmatischen Keratinaggre-
gaten, mit einem Bedeckungsgrad von weniger als vier Prozent der Zellfla¨che zu einer
Lokalisation des Desmoplakinsignals entlang der Zellmembran fu¨hrte, wa¨hrend eine hohe
Anzahl an Keratinaggregaten mit einem Bedeckungsgrad von mehr als vier Prozent der
Zellfla¨che zu einer signifikant niedrigeren Lokalisation von desmosomalen Strukturen in




Abbildung 31: Immunfluoreszenzaufnahmen desmosomaler Strukturen. Desmosomale
Strukturen wurden anhand des Proteins Desmoplakin immunzytochemisch markiert. Das Des-
moplakinsignal ist in KTyIWT- und KTyI-/-K14-Zellen entlang der Zellmembran lokalisiert,
wa¨hrend in KTyI-/- - und KTyI-/-K14R131P-Zellen ein vermindertes membransta¨ndiges Signal
und ein erho¨htes zytoplasmatisches Signal erkennbar sind. Maßstab 20 µm.
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Der Bedeckungsgrad der Zellgrenzen mit desmosomalen Strukturen (siehe 2.6.5 auf Sei-
te 54) wies mit 16% zwischen Zellen mit wenigen Keratinaggregaten den ho¨chsten Wert
auf. Dieser Bedeckungsgrad unterscheidet sich signifikant von dem der Zellgrenzen zwi-
schen zwei Zellen mit vielen Aggregaten, welcher bei 14% lag. Der Bedeckungsgrad der
Zellgrenzen von Zellen mit vielen Keratinaggregaten war hierbei folglich um 12% gerin-
ger als der von Zellen mit wenigen Aggregaten. An Zellgrenzen zwischen einer Zelle mit
vielen und einer mit wenigen Aggregaten kam es zu einem intermedia¨ren Effekt, wo-
bei der Bedeckungsgrad dieser Zellgrenzen bei 15% lag und signifikant niedriger war als
der Bedeckungsgrad der Zellgrenzen zwischen Zellen mit wenigen Aggregaten. Vom Be-
deckungsgrad der Zellgrenzen zwischen Zellen mit vielen Keratinaagregaten unterschied
er sich nicht signifikant (siehe Abbildung 32).
Abbildung 32: Bedeckungsgrad der Zellgrenzen mit desmosomalen Strukturen. Die
Zellgrenzen der KTyI-/-K14R131P-Zellen wurden entsprechend des Bedeckungsgrades der Zellen
mit Keratinaggregaten in Zellgrenzen zwischen Zellen mit wenigen Aggregaten (n = 205), mit
vielen Aggregaten (n = 108) und in Zellgrenzen zwischen einer Zelle mit wenigen und einer Zelle
mit vielen Aggregaten eingeteilt (n = 210). Die Fehlerbalken geben den Vertrauensbereich fu¨r
eine statistische Sicherheit von 95% an.
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3.2.2 Einfluss der K14R131P-Mutation auf die Zellelastizita¨t
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Deletion des Keratin-TypII-Genclusters und die
damit einhergehende Abwesenheit eines Keratinnetzwerkes zu einer verminderten Steifig-
keit von Keratinozyten fu¨hren [106]. Immunfluoreszenzaufnahmen von KTyIK14R131P-
Zellen zeigen, dass diese EBS-assoziierte Mutation zur Ausbildung von Keratinaggregaten
fu¨hrt und den Aufbau eines Keratinnetzwerkes verhindert. Dies deutet darauf hin, dass
auch diese Zellen im Vergleich zu Kontroll-Keratinozyten vera¨nderte mechanische Eigen-
schaften und eine vera¨nderte Elastizita¨t aufweisen ko¨nnten.
Um den Einfluss der EBS-auslo¨senden Mutation auf die mechanischen Eigenschaften der
Zellen zu untersuchen, wurden kraftspektroskopische Rasterkraftmikroskop-Messungen an
einzeln liegenden Zellen oberhalb des Zellkerns durchgefu¨hrt. Die anna¨hernde Steifigkeit
(A) wurde durch Anpassung des allgemeinen Potenzgesetzes F=Aδb an die aufgezeich-
neten Kraft-Abstands-Kurven bestimmt. Der Mittelwert des Exponenten b lag fu¨r die
Kurven aller Zelltypen bei 2,0 (CI95 = 0,4) (n = 77) und wurde fu¨r die Berechnung von
A auf den Wert 2 festgelegt (siehe Abbildung 33).
Abbildung 33: Anpassung eines allgemeinen Potenzgesetzes an die Kraftkurven von
Kontroll-Keratinozyten zur Bestimmung des Exponenten b. In blau ist der Bereich
von 0 - 500 nm nach dem Kontaktpunkt dargestellt. Die rote Linie zeigt die Anpassung des




Als einziger freier Parameter wurde anschließend der Vorfaktor A2 bestimmt. Dieser lag
bei Einzelzellmessungen an Kontroll-Keratinozyten bei 1.000 N/m2 (CI95 = 200 N/m2)
und fu¨r KTyI-/- Zellen bei 650 N/m2 (CI95 = 100 N/m2). Die KTyI-/- Zellen erreichen 65%
der Steifigkeit von Kontrollzellen und sind signifikant weicher als diese. Die Expression von
K14 in KTyI-/-K14-Zellen fu¨hrte zu einer anna¨hernden Steifigkeit von 1.000 N/m2 (CI95 =
290 N/m2) und somit zu einer vergleichbaren anna¨hernden Steifigkeit der Kontrollzellen.
Die Steifigkeit dieser Zellen unterscheidet sich nicht signifikant von der der KTyIWT-
Zellen, ist jedoch signifikant ho¨her im Vergleich zu KTyI-/- -Zellen. In KTyI-/-K14R131P-
Zellen fu¨hrte die Expression des mutierten Keratin 14 zu einer anna¨hernden Steifigkeit von
512 N/m2 (CI95 = 96 N/m2). Diese Zellen erreichten damit nur 51% der Steifigkeit von
Kontrollzellen und sind signifikant weicher als KTyIWT- und KTyI-/-K14-Zellen. Die
Zellsteifigkeit von KTyI-/-K14R131P-Zellen unterscheidet sich jedoch nicht signifikant
von der Steifigkeit von KTyI-/- -Zellen (siehe Abbildung 34). Die K14R131P Mutation
fu¨hrt somit augenscheinlich zu einer etwas sta¨rkeren Reduktion der Zellsteifigkeit als die
vollsta¨ndige Abwesenheit von Keratinfilamenten in KTyI-/–Zellen. Verglichen mit diesen
Zellen weisen die KTyI-/-K14R131P-Zellen eine um 21% reduzierte Zellelastizita¨t auf.
Abbildung 34: Anna¨hernde Zellsteifigkeit von Keratinozyten. Die anna¨hernde Steifig-
keit betra¨gt fu¨r KTyIWT-Zellen 1.000 N/m2 (CI95 = 200 N/m2) (n = 31), fu¨r KTy-/–Zellen
650 N/m2 (CI95 = 100 N/m2) (n = 33), fu¨r KTyI-/-K14-Zellen 1.000 N/m2 (CI95 = 290 N/m2)
(n = 40) und fu¨r KTyI-/-K14R131P-Zellen 512 N/m2 (CI95 = 96 N/m2) (n = 33). Fehlerbalken
geben den Vertrauensbereich fu¨r eine statistische Sicherheit von 95% an.
Die Analyse der notwendigen Kra¨fte zur Erreichung bestimmter Indentationstiefen aus
den Rohdaten der Rasterkraftmikroskop-Messungen besta¨tigen diese Ergebnisse (siehe
82
3. Ergebnisse
Abbildung 35). Auch hier erzielten die KTyI-/-K14-Zellen Werte, welche mit denen der
KTyIWT-Zellen vergleichbar waren. Diese lagen bei einer Indentationstiefe von 500 nm
fu¨r KTyIWT-Zellen bei 247 pN (CI95 = 52 pN) und fu¨r KTyI-/-K14-Zellen bei 218 pN
(CI95 = 45 pN). Die Kra¨fte, welche bei KTyI-/- - und KTyI-/-K14R131P-Zellen notwendig
waren, um eine Indentation von 500 nm zu erreichen, waren signifikant geringer als die
Kra¨fte fu¨r KTyIWT- und KTyI-/-K14-Zellen. Fu¨r KTyI-/- -Zellen lag die Kraft, welche
aufgewendet werden musste, bei 158 pN (CI95 = 23 pN) und fu¨r KTyI-/-K14R131P-Zellen
bei 121 pN (CI95 = 22 pN) (siehe Abbildung 35).
Abbildung 35: Kraft-Indentationstiefen-Diagramm von Keratinozyten. Die Darstel-
lung der Kurven verdeutlicht, dass fu¨r Indentationen zwischen 250 nm und 600 nm fu¨r KTyIWT-
Zellen die ho¨chsten Kra¨fte aufgewendet werden mu¨ssen, gefolgt von KTyI-/-K14- und KTyI-/-
-Zellen, wa¨hrend fu¨r KTyI-/-K14R131P die geringsten Kra¨fte notwendig sind (n = siehe 34).
Da gezeigt werden konnte, dass die K14R131P-Mutation nicht nur Auswirkungen auf
das Keratinnetzwerk sondern auch auf die Lokalisation von Desmosomen hat, wur-
den zusa¨tzliche kraftspektroskopische Messungen an Zellschichten unter Kalziumeinfluss
durchgefu¨hrt. Diese sollten den Einfluss der vera¨nderten Desmosomenlokalisation auf die
Steifigkeit der Zellen sowie mo¨gliche Unterschiede im Vergleich zu Einzelzellmessungen
aufzeigen. Die Messungen wurden wie zuvor beschrieben oberhalb des Zellkerns durch-
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gefu¨hrt und anschließend mit einem institutseigenen Algorithmus ausgewertet.
Die KTyIWT-Zellschichten unter Kalziuminkubation erreichten eine anna¨hernde Steifig-
keit von 2.550 N/m2 (CI95 = 450 N/m2), die KTyI-/- -Zellschichten eine Steifigkeit von
1.160 N/m2 (CI95 = 250 N/m2). Damit erreichten die KTyI-/- -Zellschichten lediglich
46,4% der Steifigkeit von Kontrollzellen und waren signifikant elastischer als diese. Die
Expression von K14 in KTyI-/-K14-Zellschichten fu¨hrte zu einer anna¨hernden Steifigkeit
von 1.660 N/m2 (CI95 = 280 N/m2), womit durch die Expression eines einzelnen sauren
Keratins 66,4% der Steifigkeit von Kontrollzellen wiederhergestellt werden konnten. Im
Vergleich zu Einzelzellen, bei welchen die Expression von Keratin 14 zur Wiederherstellung
der anna¨hernden Steifigkeit von Kontrollzellen fu¨hrte, unterscheidet sich die Elastizita¨t
zwischen KTyIWT- und KTyI-/-K14-Zellschichten signifikant. Die Expression des mu-
tierten K14R131P in KTyI-/-K14R131P-Zellen fu¨hrte zu einer anna¨hernden Steifigkeit
von 1.150 N/m2 (CI95 = 250 N/m2) und erreichte damit nur 46% der Zellsteifigkeit der
KTyIWT-Zellschichten (siehe Abbildung 36). Die KTyI-/-K14R131P-Zellschichten wiesen
damit, wie bereits bei den Einzelzellen, die geringste Steifigkeit auf.
Abbildung 36: Anna¨hernde Zellsteifigkeit von Keratinozyten unter Kalziumeinfluss.
Die anna¨hernde Steifigkeit der Zellen wurde mittels kraftspektroskopischer Messungen oberhalb
des Zellkerns bestimmt. Sie betra¨gt fu¨r KTyIWT-Zellen 2500 N/m2 (n = 47), fu¨r KTy-/- -Zellen
1160 N/m2 (n = 47), fu¨r KTyI-/-K14-Zellen 1660 N/m2 (n = 44) und fu¨r KTyI-/-K14R131P-
Zellen 1150 N/m2 (n = 45). Die Fehlerbalken geben den Vertrauensbereich fu¨r eine statistische
Sicherheit von 95% an.
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Abbildung 37: Kraft-Indentationstiefen-Diagramm von Keratinozyten unter Kalziu-
meinfluss. Die U¨berlagerung der Mittelwertkurven fu¨r KTyI-/- -Zellen und KTyI-/-K14R131P-
Zellen unter Kalziumeinfluss zeigt, dass fu¨r eine Indentation von 100 bis 600 nm bei diesen
Zellen eine vergleichbare Kraft notwendig ist. Die Kra¨fte fu¨r Indentationen in KTyI-/-K14 und
KTyIWT-Zellen hingegen liegen deutlich u¨ber diesen Kra¨ften (n>31).
Die Inkubation der Zellen in Zellkulturmedium mit einer Kalziumkonzentration von
1,2 mM, welches die Ausbildung von Adha¨renzverbindungen ermo¨glicht, fu¨hrte bei al-
len Zelltypen zu einer deutlichen Erho¨hung des Vorfaktors A2. Auffa¨llig hierbei war, dass
die Steifigkeiten nicht in allen Zelltypen gleichermaßen anstiegen. Bei KTyIWT-Zellen
war ein Ansteig des Vorfaktors A2 von 150% zu verzeichnen, bei KTyI-/- -Zellen um 78%
und bei KTyI-/-K14- und KTyI-/-K14R131P-Zellen um 66% bzw. 125%. So reichte die
Expression des sauren Keratins 14 in Einzelzellen aus, um in KTyI-/- -Einzelzellen die
anna¨hernde Steifigkeit von KTyIWT-Zellen wiederherzustellen, wa¨hrend es in Zellschich-
ten unter Kalziuminkubation lediglich 66% der Steifigkeit waren (siehe Abbildung 37).
Die Kraft, welche fu¨r eine Indentation von 500 nm notwendig war, unterschied sich signi-
fikant zwischen KTyI-/- - und KTyI-/-K14R131P-Einzelzellen, wa¨hrend in Zellschichten
zwischen diesen Zellen kein signifikanter Unterschied erkennbar war (siehe Tabelle 21).
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1000 N/m2 (CI95 = 200 N/m2) 247 pN (CI95 = 52 pN)
KTyIWT
(24 h Ca2+)
2550 N/m2 (CI95 = 450 N/m2) 580 pN (CI95 = 95 pN)
KTyI-/-
(0 h Ca2+)
650 N/m2 (CI95 = 100 N/m2) 158 pN (CI95 = 23 N/m2)
KTyI-/-
(24 h Ca2+)
1160 N/m2 (CI95 = 250 N/m2) 290 pN (CI95 = 61 pN)
KTyI-/-K14
(0 h Ca2+)
1000 N/m2 (CI95 = 290 N/m2) 218 pN (CI95 = 45 pN)
KTyI-/-K14
(24 h Ca2+)
1660 N/m2 (CI95 = 280 N/m2) 390 pN (CI95 = 55 pN)
KTyI-/-K14R131P
(0 h Ca2+)
512 N/m2 (CI95 = 96 N/m2) 121 pN (CI95 = 22 pN)
KTyI-/-K14R131P
(24 h Ca2+)
1150 N/m2 (CI95 = 250 N/m2) 280 pN (CI95 = 60 pN)
3.2.3 Vergleich der Integrita¨t von Zellschichten mit vera¨nderten Keratinnetz-
werken
Kraftspektroskopische Messungen haben gezeigt, dass vera¨nderte Keratinnetzwerke der
KTyI-/- -, KTyI-/-K14-, KTyI-/-K14R131P- Zellen einen starken Einfluss auf die mecha-
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nischen Eigenschaften dieser Zellen haben und bezu¨glich der Zellelastizita¨t zu deutlichen
Unterschieden im Vergleich zur Steifigkeit von KTyIWT-Zellen fu¨hren. Diese Differenzen
werden durch die Inkubation mit Kalzium noch versta¨rkt, wodurch sich die Zellelasti-
zita¨t in konfluenten Zellschichten fu¨r alle Zelltypen signifikant von der Elastizita¨t der
KTyIWT-Zellen unterscheidet. Da die Kalziuminkubation zur Ausbildung von Zell-Zell-
Kontakten fu¨hrt, sind diese augenscheinlich fu¨r die vera¨nderten mechanischen Eigenschaf-
ten der Zellen von Bedeutung. Anhand von Immunfluoreszenzfa¨rbungen konnte bereits
gezeigt werden, dass die Vera¨nderung des Keratinnetzwerkes in KTyIK14R131P-Zellen
auch Auswirkung auf die Lokalisation der Desmosomen hat. Mit Hilfe von Dehnungs-
experimenten wurden die Auswirkungen der vera¨nderten Desmosomenlokalisation sowie
der modifizierten mechanischen Eigenschaften der Zellen in Bezug auf die Integrita¨t der
Zellschicht na¨her untersucht.
Hierfu¨r wurden die Zellen auf elastische Zugkammern ausgesa¨t und zur Ausbildung von
desmosomalen Verbindungen fu¨r 24 Stunden in Medium mit 1,2 mM Kalzium inkubiert.
Anschließend wurden sie fu¨r 90 Minuten mit einer Frequenz von 4 Hz und einer Am-
plitude von 14% zyklisch bzw. einmalig um 40% gedehnt. Nach 90 Minuten Dehnung
mit einer Amplitude von 14% zeigten alle Zellen ein senkrecht zur Zugrichtung orien-
tiertes Aktinnetzwerk. Das Keratinnetzwerk war unvera¨ndert und zeigte keine Vorzugs-
orientierung (siehe Abbildung 38). Die Zellmembranen benachbarter Zellen lagen auch
nach 90-minu¨tiger, zyklischer Dehnung nah beieinander und wiesen Kontaktstellen auf.
Die Aktinfilamente benachbarter Zellen wiesen eine a¨hnliche Orientierung auf, was auch
nach 90-minu¨tiger Dehnung auf vorhandene Zell-Zell-Kontakte in allen Zelltypen schlie-
ßen la¨sst. Phasenkontrastaufnahmen der KTyIWT- und KTyI-/-K14R131P-Zellen zeig-
ten, dass die Zellmembranen benachbarter Zellen auch nach einmaliger Dehnung um 40%
nahe beieinander lagen und keine Rissbildung oder ein vergro¨ßerter Abstand zwischen den
Zellen zu erkennen war (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 38: Immunfluoreszenzaufnahmen des Keratin- und Aktinnetzwerkes
nach zyklischer Dehnung. Das Keratinnetzwerk von KTyIWT- und KTyIK14-Zellen ist nach
90 Minuten zyklischer Dehnung (4Hz, 14%) augenscheinlich unvera¨ndert und bildet ein dichtes,
den Zellkern umspannendes Netzwerk. Die Pfeile geben die Zugrichtung an. Maßstab 10 µm.
Abbildung 39: Phasenkontrastaufnahmen von Keratinozyten bei 40% Dehnung. Die
Phasenkontrastaufnahmen zeigen aufgespannte, adha¨rente KTyIWT- und KTyI-/-K14R131P-
Zellen auf elastischen Zugkammern. Auch bei 40% Dehnung ist in beiden Zelltypen keine Rissbil-
dung erkennbar. Maßstab 20µm.
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3.3 Analyse der Adha¨sionsstrukturen und der Zytoskelettorga-
nisation unter dem Einfluss von Kalzium und zyklischer
Dehnung
Es wurde gezeigt, dass selbst keratinfreie sowie KTyI-/-K14R131P Keratinozyten hoch-
frequente, zyklische Dehnungen unbeschadet u¨berstehen. Neben dem Keratinnetzwerk
und den keratinassoziierten Adha¨sionsverbindungen sind auch das Aktinnetzwerk und die
damit assoziierten Verbindungen fu¨r den Zusammenhalt von Zellschichten und die Wi-
derstandsfa¨higkeit gegen mechanische Reize von großer Bedeutung. Um den Einfluss der
kalziumabha¨ngigen, aktinassoziierten Adha¨renzverbindungen auf die Reorientierung des
Aktinnetzwerkes unter zyklischer Dehnung na¨her zu untersuchen, wurden Zugexperimente
an Keratinozyten mit unterschiedlichen genetischen Hintergru¨nden durchgefu¨hrt. Hierbei
handelte es sich um vinculinfreie Zellen (VincKO), E-Cadherin-freie Zellen (ECadKO), E-
Cadherin-freie und P-Cadherin-herunterregulierte Zellen (ECadKOPCadKD), Zellen, in
welchen α-Catenin herunterreguliert wurde (αCatKD) sowie die entsprechenden Kontroll-
Keratinozyten (VincCtrl, ECadCtrl).
Da die Zellen fu¨r die Durchfu¨hrung der Zugexperimente auf elastischen Zugkammern kul-
tiviert werden, wurde im Vorfeld ein Adha¨sionstest durchgefu¨hrt, welcher Aufschluss u¨ber
die optimale Beschichtung fu¨r die verwendeten Keratinozyten gab. Zusa¨tzlich wurde durch
den Vergleich des Aktinnetzwerkes sowie der Fokaladha¨sionen auf den verschiedenen Sub-
straten u¨berpru¨ft, ob die Kultivierung der Zellen auf elastischen Oberfla¨chen zu einer
Vera¨nderung der Adha¨sionsstrukturen und des Aktinnetzwerkes fu¨hrt. Fu¨r die Analyse
wurden die Proteine Aktin und Vinculin in Zellen auf fibronektin- bzw. kollagenbeschich-
tetem Glas sowie PDMS immunzytochemisch gefa¨rbt. Sowohl auf fibronektin- als auch auf
kollagenbeschichteten Glassubstraten waren 18 Stunden nach Aussaat adha¨rente Zellen
erkennbar. Das Aktinzytoskelett der Zellen war auf beiden Beschichtungen vergleichbar
und zeigte unregelma¨ßig orientierte, die Zelle durchspannende Aktinstressfasern. Diese
endeten in vinculinpositiven Strukturen, welche in la¨nglich-elliptischer Form in den Auf-
nahmen zu sehen waren. Die Zellen auf fibronektinbeschichteten 1:40 PDMS-Substraten
waren ebenfalls adha¨rent, aufgespannt und zeigten a¨hnliche Aktin- und Vinculinstruk-
turen. Das Vinculinsignal dieser Zellen markierte elliptische Strukturen, welche sowohl
zentral als auch peripher verteilt waren und nahe der Lamelle senkrecht zu dieser ori-
entiert waren. Jede dieser Vinculinstrukturen war mit einer Aktinstressfaser assoziiert,
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welche in Ausrichtung, La¨nge und Form mit denen in Zellen auf Glassubstraten vergleich-
bar waren. Die Zellen auf kollagenbeschichteten 1:40 PDMS-Substraten hingegen waren
deutlich weniger stark aufgespannt als auf fibronektinbeschichteten Substraten oder auf
Glas und besaßen eine unregelma¨ßige Zellform. Das Vinculinsignal in diesen Zellen war
ungeordnet und markierte nur wenige spezifische Strukturen. Diese lagen vereinzelt und
zeigten eine la¨ngliche Morphologie. Aufgrund der guten Vergleichbarkeit des Zytoskeletts
von Zellen auf Glas und auf fibronektinbeschichteten PDMS-Substraten, wurde fu¨r die
Beschichtung der Zugkammern in den folgenden Experimenten Fibronektin verwendet
(siehe Abbildung 40).
Abbildung 40: Immunfluoreszenzfa¨rbungen von Keratinozyten auf kollagen- und
fibronektinbeschichteten Substraten. Immunfluoreszenzaufnahmen von Zellen auf kollagen-
und fibronektinbeschichteten Glassubstraten zeigen aufgespannte Zellen, welche von Aktinfasern
(rot) durchspannt werden. Vinculinstrukturen (gru¨n), welche Fokaladha¨sionen markieren, sind
vornehmlich peripher angeordnet. Wa¨hrend Zellen auf kollagenbeschichteten PDMS-Substraten
eine deutlich geringere Zellfla¨che sowie ein unspezifisches Aktin- und Vinculinsignal aufweisen,
sind Zellen auf fibronektinbeschichteten PDMS-Substraten aufgespannt und weisen Aktinfasern




3.4 Auswirkungen von Kalzium auf die Organisation des Zy-
toskeletts und auf Adha¨renzverbindungen
Die kalziumabha¨ngigen Umstrukturierungen des Aktinnetzwerkes sowie der
Adha¨sionsstrukturen wurden anhand von Fluoreszenzfa¨rbungen der Proteine Aktin, Pa-
xillin und Vinculin na¨her analysiert. In Abwesenheit von Kalzium (Kalziumkonzentration
<0,5 mM) waren in den VincCtrl-Zellen zahlreiche Aktinstressfasern erkennbar, welche
die gesamte Zelle durchspannten und eine zufa¨llige Anordnung ohne Vorzugsrichtung auf-
wiesen. Bei 35% der Zellen war die Konzentration an Stressfasern zentral - in der Na¨he des
Zellkerns - ho¨her als in der Zellperipherie. Die Paxillin- und Vinculinsignale dieser Zellen
waren kolokalisiert und erschienen als la¨nglich-elliptische Strukturen, welche voneinander
abgegrenzt werden konnten. Die Strukturen waren in der basalen Ebene der Zellen an-
geordnet, wo sie u¨ber die gesamte Zelle verteilt waren und in peripheren Bereichen eine
Orientierung senkrecht zur Lamelle aufwiesen. In der apikalen Ebene dieser Zellen war
kein Paxillin- und auch kein Vinculinsignal erkennbar (vergleiche Abbildung 41).
Zwei Stunden nach Kalziumzugabe zeigten die Aktinfasern keine Vorzugsorientierung,
waren jedoch versta¨rkt peripher lokalisiert. Das Paxillinsignal zeigte la¨nglich-elliptische
Strukturen, welche peripher, direkt hinter der Lamelle in Gruppen zusammengelagert wa-
ren. Zentral unterhalb der Zelle war ein feines, punktfo¨rmiges Paxillinsignal erkennbar.
Der Großteil des Vinculinsignals war zwei Stunden nach Kalziumzugabe mit dem Paxil-
linsignal kolokalisiert und zeigte eine a¨hnliche Verteilung. Das Vinculinsignal markierte
elliptische Strukturen, welche klarer voneinander abgrenzbar waren als die Paxillinstruk-
turen.
Nach sechsstu¨ndiger Kalziuminkubation waren die Aktinfasern der Zellen vornehmlich
peripher in der Zelle lokalisiert, wo sie parallel-angeordnete Stressfaserbu¨ndel bildeten.
Zentral u¨ber dem Zellkern waren nur wenige Stressfasern lokalisiert. An bestimmten Stel-
len der Zellgrenzen waren Bereiche, sogenannte Knotenpunkte, erkennbar, in welchen
Stressfasern mehrerer Zellen zusammenliefen. Stressfasern unterschiedlicher Zellen, wel-
che im gleichen Aktinknotenpunkt lokalisiert waren, wiesen ha¨ufig eine a¨hnliche Orien-
tierung auf, sodass mehrere benachbarte Zellen ha¨ufig eine a¨hnliche Aktinfaseranordnung
aufwiesen. Das Paxillinsignal dieser Zellen wies in der basalen Ebene der Zellen elliptische
Strukturen auf, welche vornehmlich peripher lokalisiert waren und klar voneinander abge-
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grenzt werden konnten. Das Vinculinsignal dieser Zellen zeigte in der basalen Ebene eine
a¨hnliche Verteilung und war in punktfo¨rmigen Strukturen peripher lokalisiert und senk-
recht zur Lamelle ausgerichtet. In der apikalen Ebene der Zellen war das Vinculinsignal
als feines linienfo¨rmiges Signal entlang der Zellgrenzen erkennbar.
Wa¨hrend sechs Stunden nach Kalziumzugabe nur einzelne, punktfo¨rmige Vinculinstruk-
turen entlang der Zellgrenzen erkennbar waren, welche die Zellgrenzen nur partiell be-
deckten, stiegt der Bedeckungsgrad der Zellgrenzen mit Vinculin in der apikalen Zel-
lebene nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation an. Die linienfo¨rmigen Strukturen wurden
mit zunehmender Kalziuminkubation la¨nglicher und schmaler und das Vinculinsignal in
der basalen Ebene wurde geringer. Die Paxillin- und Aktinlokalisierung waren im Ver-
gleich zur sechsstu¨ndigen Kalziuminkubation kaum vera¨ndert. Die periphere Anordnung
parallel-orientierter Aktinbu¨ndel nahm zu, wa¨hrend das Paxillinsignal in der basalen Ebe-
ne geringer wurde (vergleiche Abbildung 41).
Der Bedeckungsgrad der gesamten Zellfla¨che mit Fokaladha¨sionen wurde anhand des Pa-
xillinsignals bestimmt. Diese Analysen zeigten, dass dieser Bedeckungsgrad mit steigender
Kalziuminkubationszeit abnimmt. Wa¨hrend zwischen null und zwei Stunden Kalziumin-
kubation kein signifikanter Unterschied des Bedeckungsgrades detektiert wurde, sank die-
ser nach einer sechs- bis 24-stu¨ndigen Kalziuminkubation weiter ab und unterschied sich
fu¨r alle anderen Bedingungen signifikant voneinander. Der Bedeckungsgrad lag ohne Kal-
ziumeinfluss bei 5,43% (CI95 = 0,24%) (n = 159), nach zweistu¨ndiger Kalziuminkubation
bei 5,32% (CI95 = 0,39%) (n = 83), nach sechsstu¨ndiger bei 4,37% (CI95 = 0,24%) (n =
167) und nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation bei 3,75% (CI95 = 0,28%) (n = 119) (sie-
he Abbildung 42). Die Korrelationsanalysen von Vinculin und Paxillin zeigten, dass die
Kolokalisation des Paxillin- und Vinculinsignals mit steigender Kalziuminkubationszeit
abnimmt (siehe Abbildung 43).
Wa¨hrend ohne Kalziumeinfluss 50,6% (CI95 = 2,4%) (n = 67) des Paxillinsignals mit dem
Vinculinsignal kolokalisiert waren, waren es nach zweistu¨ndiger Kalziuminkubation nur
noch 42,0% (CI95 = 4,7%) (n = 57), nach sechs Stunden noch 31,6% (CI95 = 2,8%) (n =
41) und nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation sogar nur noch 23,2% (CI95 = 5,2%) (n =
13) (siehe Abbildung 42). Die Kolokalisation von Paxillin und Vinculin unterschied sich
hierbei, außer fu¨r die 6- und 24-stu¨ndige Kalziuminkubation, signifikant zwischen allen
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Abbildung 41: Vera¨nderung von Fokaladha¨sionen und Aktinnetzwerk unter Kalziu-
meinfluss.(A) Immunfluoreszenzaufnahmen von konfluenten VincCtrl-Zellschichten ohne Kalzi-
umeinfluss. Das Vinculin- und Paxillinsignal sind in der basalen Ebene kolokalisiert und peripher
angeordnet. Die gesamte Zelle ist von Aktinfasern durchspannt, welche keine Vorzugsorientierung
aufweisen. In der apikalen Schicht sind kaum Fokaladha¨sions-Marker erkennbar. Die Inkubation
der Zellen fu¨r sechs Stunden in 1,8 mM Kalziummedium (B) fu¨hrt zu einer Reduzierung des
Vinculin- und Paxillinsignals in der basalen Ebene. Das Vinculinsignal kann in der apikalen
Ebene dieser Zellen als linienfo¨rmiges Signal entlang von Zellgrenzen detektiert werden, das
Paxillinsignal ist in dieser Ebene nur schwach ausgepra¨gt. Das Aktinnetzwerk der Zellen ist
peripher, ringfo¨rmig angeordnet. Maßstab 10 µm.
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Abbildung 42: Analyse der Fokaladha¨sionen unter Kalziumeinfluss. In (A) ist der
Bedeckungsgrad der Zellen mit Fokaladha¨sionen, gemessen am Paxillinsignal in der basalen
Ebene, dargestellt, welcher mit zunehmender Kalziuminkubationszeit abnimmt (n>80). In (B)
ist die Kolokalisation von Paxillin und Vinculin in der basalen Ebene dargestellt, welche ebenfalls
mit zunehmender Kalziuminkubation abnimmt (n>13).
Bedingungen. Dies besta¨tigt den subjektiven Eindruck aus den Immunfluoreszenzaufnah-
men und zeigt, dass Vinculin aus der basalen in die apikale Ebene transloziert, wo es an
kalziumabha¨ngige Adha¨sionsverbindungen koppelt.
Die periphere Lokalisation des Aktinnetzwerkes unter Kalziumeinfluss wurde mit Hilfe
des Aktin-Anordnungs-Parameters genauer analysiert. Dieser stellt ein Maß fu¨r die Lo-
kalisation des Aktinsignals innerhalb der Zelle dar und deutet bei negativen Werten auf
eine hohe Aktinkonzentration im Zentrum der Zelle und eine niedrige Konzentration in
peripheren Bereichen hin, und bei positiven Werten auf eine peripher ho¨here Aktinkon-
zentration verglichen mit dem Zentrum der Zelle. Ohne den Einfluss von Kalzium wiesen
64% der Zellen einen positiven Aktin-Anordnungs-Parameter und 35% einen negativen
Parameter auf (siehe Abbildung 44). Die Inkubation der Zellen fu¨r 24 Stunden in 1,8 mM
Kalziummedium fu¨hrte, wie bereits beschrieben, zu einer Umstrukturierung des Aktin-
netzwerkes und einer Verschiebung des Aktinsignals in periphere Bereiche der Zelle. Diese
Verschiebung wird anhand des Aktin-Anordnungs-Parameters deutlich, welcher zu diesem
Zeitpunkt fu¨r 98,8% der Zellen positive Werte aufweist (siehe Abbildung 44).
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Abbildung 43: Kolokalisation des Paxillin- und Vinculinsignals in Abha¨ngigkeit von
Kalzium. Fu¨r die Analyse der Kolokalisation des Paxillin- und Vinculinsignals wurden diese
Proteine immunzytochemisch fluorenszenzmarkiert und die entsprechenden Strukturen in den
Aufnahmen maskiert (siehe hierzu 2.6.2 auf Seite 51). In rot sind Paxillinstrukturen, in gru¨n
Vinculinstrukturen markiert. Rechts in der Abbildung ist die U¨berlagerung des Paxillin- und
Vinculinsignals dargestellt. Bereiche, in welchen die beiden Proteine kolokalisiert sind, sind gelb
gekennzeichnet. Wa¨hrend ohne den Einfluss von Kalzium etwa die Ha¨lfte des Paxillinsignals
mit dem Vinculinsignal kolokalisiert ist, sind nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation kaum noch
kolokalisierte Strukturen erkennbar. Maßstab 20 µm.
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Abbildung 44: Analyse der Aktinanordnung unter Kalziumeinfluss. (A) Histogramm
der Aktin-Anordnungs-Parameter fu¨r Zellen ohne Kalziumeinfluss (n = 170). (B) Histogramm
der Aktin-Anordnungs-Parameter fu¨r Zellen nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation (n = 83).
3.5 Kalziuminduzierte Vera¨nderungen der Aktinfaserreorientie-
rung
Die kalziuminduzierte Umstrukturierung des Aktinnetzwerkes sowie die Translokation
des Fokaladha¨sionsproteins Vinculin sind auf die Ausbildung kalziumabha¨ngiger Zell-
Zell-Adha¨sionen zuru¨ckzufu¨hren. Die Entstehung von Adha¨sionsstrukturen ist in vivo fu¨r
die Entwicklung einer funktionellen Haut essentiell und stellt einen wichtigen Schritt in
der Differenzierung der Keratinozyten dar. Aus diesem Grund wurde der Einfluss die-
ses physiologischen Differenzierungsprozesses auf die Reorientierung der Aktinfasern nach
zyklischer Dehnung na¨her analysiert. Hierfu¨r wurden Keratinozyten auf elastische Zug-
kammern ausgesa¨t und zyklisch gedehnt. Anschließend wurde die Orientierung der Aktin-
fasern in immunzytochemischen Fa¨rbungen dieser Zellen analysiert. Die Orientierung der
Fasern wird hierbei im Verha¨ltnis zur Zugrichtung beschrieben, wobei Aktinfasern mit
einer Orientierung von 0 ° parallel zur Zugrichtung, Fasern mit einer Orientierung von
90 ° senkrecht zur Zugrichtung ausgerichtet sind. Als Kontrolle wurde die Orientierung
der Aktinfasern von Zellen auf Zugkammern ohne Dehnung, in Abwesenheit von Kalzium
analysiert. Das Aktinnetzwerk dieser Zellen zeigte Stressfasern, welche unregelma¨ßig u¨ber
die gesamte Zelle verteilt waren und keine Vorzugsrichtung aufwiesen.
Die Inkubation mit 1,8 mM Kalzium fu¨r 6 Stunden fu¨hrte, wie zuvor beschrieben, zu einer
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Umstrukturierung des Zytoskeletts. Die Winkelverteilung der Aktinfasern war mit denen
der Kontrollzellen vergleichbar und zeigte keine Vorzugsorientierung (siehe Abbildung 45).
Die zyklische Dehnung der Zellen fu¨r vier Stunden (300 mHz, 14%) ohne den Einfluss von
Kalzium fu¨hrte zu einer Reorientierung der Aktinfasern. Die zuvor unregelma¨ßig verteil-
ten Aktinfasern wiesen nach zyklischer Dehnung eine intrazellula¨re anna¨hernd parallele
Orientierung ungefa¨hr senkrecht zur Zugrichtung auf. 90% der Zellen zeigen Aktinfaser-
orientierungen im Bereich von 63 ° bis 90 °.
Eine Vorinkubation der Zellen mit Kalzium fu¨r zwei Stunden und eine anschließende zy-
klische Dehnung unter Kalzium fu¨r vier Stunden fu¨hrte ebenfalls zu einer Reorientierung
des Aktinnetzwerkes. Nach zyklischer Dehnung waren die Aktinfasern dieser Zellen nahe-
zu senkrecht zur Zugrichtung orientiert, durchspannten die gesamte Zelle und wiesen eine
parallele Anordnung auf. Im Vergleich zu nicht gedehnten Zellen, welche nach Kalziumin-
kubation eine periphere Lokalisierung der Aktinfasern aufweisen, zeigten die gedehnten
Zellen auch unter Kalziumeinfluss eine gleichma¨ßige Verteilung der Aktinfasern u¨ber die
gesamte Zelle. Einige Aktinfasern benachbarter Zelle zeigten eine a¨hnliche Orientierung,
was auf die Ausbildung von Adha¨renzverbindungen schließen la¨sst (vergleiche Abbildung
45). Bei 90% der Zellen waren die Aktinfasern zwischen 76 ° und 90 ° orientiert.
3.6 Lokalisation von Adha¨sionsstrukturen und Aktinfilamenten
unter dem Einfluss von Kalzium und zyklischer Dehnung
Die detaillierte Untersuchung der Fokaladha¨sionen sowie des Aktinnetzwerkes unter Deh-
nung in Abwesenheit von Kalzium zeigte, dass Zellen auf elastischen Zugkammern ohne
Dehnung Fokaladha¨sionen ausbilden, in welchen Vinculin und Paxillin kolokalisiert sind.
Die Fokaladha¨sionen waren als punktfo¨rmige Strukturen in der Peripherie der Zellen an
den Enden von Stressfasern erkennbar. Die Aktinfasern durchspannten die gesamte Zel-
le ohne Vorzugsorientierung und waren hierbei ungeordnet verteilt. Die zyklische Deh-
nung der Zellen fu¨r vier Stunden fu¨hrte zu einer Reorientierung des Aktinnetzwerkes.
Die meisten Aktinfasern waren anschließend zum gro¨ßten Teil senkrecht zur Zugrichtung
ausgerichtet (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 45: Aktinfaserorientierung in VincCtrl-Zellen nach zyklischer Dehnung
in Abha¨ngigkeit der Kalziuminkubation.(A) Kumulierte Ha¨ufigkeiten der Orientierungen
von Aktinfasern ohne Kalziuminkubation und Dehnung (A‘) (n = 157), nach vierstu¨ndiger Kal-
ziuminkubation ohne zyklische Dehnung (A“) (n = 284), nach vier Stunden zyklischer Dehnung
in Abwesenheit von Kalzium (A“‘) (n = 416) sowie nach zyklischer Dehnung unter Kalziumein-
fluss (A““) (n = 402) mit dazugeho¨rigen Immunfluoreszenzfa¨rbungen. Die Pfeile markieren die
Zugrichtung. Maßstab 20 µm.
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Abbildung 46: Immunfluoreszenzfa¨rbung von Fokaladha¨sionen und Aktinnetzwerk
unter Einfluss von Kalzium und zyklischer Dehnung. Die erste Spalte zeigt ungedehnte
Zellen in Abwesenheit von Kalzium. Vinculin und Paxillin sind als punktfo¨rmige Strukturen in
der Zellperipherie kolokalisert, Aktinfasern sind unregelma¨ßig ohne Vorzugsorientierung ange-
ordnet. Die zweite Spalte zeigt Immunfluoreszenzaufnahmen von Vinculin, Paxillin und Aktin,
vier Stunden nach zyklischer Dehnung, ohne Kalziumeinfluss. Die Aktinfasern sind in diesen Zel-
len senkrecht zur Zugrichtung angeordnet. Die zyklische Dehnung der Zellen unter Kalziumein-
fluss (dritte Spalte) fu¨hrt zu einer linienfo¨rmigen Anordnung von Vinculinstrukturen entlang von
Zellgrenzen, welche nur noch selten mit Paxillinstrukturen kolokalisiert sind. Das Aktinnetzwerk
der Zellen ist senkrecht zur Zugrichtung orientiert. Maßstab 20 µm.
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Die Anzahl der Fokaladha¨sionen stieg, durch die zyklische Dehnung in Abwesenheit von
Kalzium, von 32 (CI95 = 4) Fokaladha¨sionen pro Zelle auf elastischen Zugkammern ohne
Dehnung (n = 66) auf 45 (CI95 = 6) Fokaladha¨sionen pro Zelle an (n = 117). Die Zu-
gabe von Kalzium ohne Dehnung fu¨hrte zu einer Reduzierung der Fokaladha¨sionen auf
28 (CI95 = 4) Fokaladha¨sionen pro Zelle (n = 69). Diese Anzahl wurde durch zyklische
Dehnung unter Kalziumeinfluss noch weiter auf 19 (CI95 = 5) Fokaladha¨sionen pro Zelle
(n = 51) reduziert (vergleiche Abbildung 47).
Abbildung 47: Quantitative Analyse der Fokaladha¨sionsfla¨che. (A) Fla¨che aller Foka-
ladha¨sionen pro Zelle. (B) Anzahl der Fokaladha¨sionen pro Zelle gemessen am Paxillinsignal.
Wa¨hrend zyklische Dehnung in Abwesenheit von Kalzium zu einem Anstieg der Fla¨che und
Anzahl der Fokaladha¨sionen fu¨hrt, nimmt die Fla¨che der Fokaladha¨sionen sowie deren Anzahl
ohne Dehnung durch sechsstu¨ndige Inkubation mit 1,8 mM Kalziummedium signifikant ab. Die-
ser Effekt wird durch Dehnung unter Kalziumeinfluss noch versta¨rkt.
Ebenso stieg die gesamte Fla¨che der Fokaladha¨sionen pro Zelle von 62,0 µm2
(CI95 = 6,9 µm2) in Zellen ohne Dehnung (n = 66) auf 74,1 µm2 (CI95 = 10,0 µm 2)
in Zellen nach zyklischer Dehnung ohne Kalziumeinfluss (n = 117) an und sank durch
Kalziuminkubation ohne Dehnung auf 43,5 µm2 (CI95 = 4,8 µm2) (n = 69) ab. Die zykli-
sche Dehnung unter Kalziumeinfluss fu¨hrte zu einer Reduzierung der Fokaladha¨sionsfla¨che
auf 25,2 µm2 (CI95 = 5,9 µm 2) pro Zelle (n = 51) (siehe Abbildung 47). Die periphere
Lokalisation der Fokaladha¨sionen ist unter allen Bedingungen weitestgehend unvera¨ndert.
Die Inkubation mit Kalzium wa¨hrend der vierstu¨ndigen, zyklischen Dehnung fu¨hrte eben-
falls zu einer bevorzugten Orientierung der Aktinfasern senkrecht zur Zugrichtung. Im
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Vergleich zur Dehnung ohne Kalzium wiesen Aktinfasern benachbarter Zellen ha¨ufig die
gleiche Aktinfaserorientierung auf. Das Paxillinsignal war deutlich reduziert und es waren
nur noch sehr kleine Paxillinstrukturen erkennbar. Das Vinculinsignal war nicht la¨nger
als punktfo¨rmige Struktur in Fokaladha¨sionen sondern als linienfo¨rmiges Signal entlang
der Zellgrenzen erkennbar (siehe Abbildung 46).
3.7 Kalziuminduzierte Vera¨nderungen der Aktinfaserreorientie-
rung in vinculinfreien Zellen
Da die Zugabe von Kalzium zu einer versta¨rkten Reorientierung der Aktinfasern und
gleichzeitig zu einer vera¨nderten Lokalisation des Vinculinsignals fu¨hrte, wurde in einem
na¨chsten Schritt die Translokation von Vinculin als mo¨gliche Ursache fu¨r die versta¨rkte
Reorientierung untersucht. Hierfu¨r wurden, unter Verwendung der gleichen Parameter wie
zuvor bei VincCtrl-Zellen, Zugexperimente an VincKO-Zellen durchgefu¨hrt.
Die Aktinfasern der VincKO-Zellen ohne Dehnung wiesen in Abwesenheit von Kalzium
sowie nach sechsstu¨ndiger Kalziuminkubation eine unregelma¨ßige Anordnung auf und
zeigten, vergleichbar mit den VincCtrl-Zellen, eine gleichma¨ßige Winkelverteilung ohne
Vorzugsorientierung (siehe Abbildung 48). Intrazellula¨r schien das Aktinnetzwerk dieser
Zellen ungeordneter und weniger parallel orientiert zu sein als in den entsprechenden
VincCtrl-Zellen. Eine vierstu¨ndige, zyklische Dehnung der Zellen fu¨hrt zu einer leichten
Reorientierung des Aktinnetzwerkes. 90% der Aktinfasern wiesen hierbei einen Winkel
zwischen 31 ° und 90 ° auf. Im Vergleich zu den VincCtrl-Zellen war das Aktinnetzwerk
der VincKO-Zellen auch nach vierstu¨ndiger Dehnung deutlich unregelma¨ßiger verteilt und
wies intrazellula¨r keine parallele Anordnung der Aktinfasern auf.
Eine vierstu¨ndige, zyklische Dehnung unter Kalziumeinfluss fu¨hrte zu einer Versta¨rkung
der Aktinfaserreorientierung der Zellen, bei welcher 90% der Aktinfasern eine Winkelver-
teilung zwischen 66 ° und 90 ° aufwiesen (siehe Abbildung 48). Nach zyklischer Dehnung
unter Kalziumeinfluss waren mehr Stressfasern erkennbar als nach zyklischer Dehnung
in Abwesenheit von Kalzium. Im Gegensatz zu den VincCtrl-Zellen waren die VincKO-
Zellen nicht nebeneinander angeordnet, sondern u¨berlagerten stellenweise Bereiche ihrer
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Nachbarzellen. Eine Parallelita¨t der Aktinfasern war bei VincKO-Zellen, im Vergleich zu
VincCtrl-Zellen, weder intrazellula¨r noch u¨ber die gesamte Zellschicht zu erkennen (siehe
Abbildung 48).
3.8 Untersuchung der Aktinfaserreorientierung in einzelnen
Zellen und in konfluenten Zellschichten
Die Zugabe von Kalzium fu¨hrt, wie bereits gezeigt, zu einer versta¨rkten Reorientierung der
Aktinfasern nach zyklischer Dehnung in VincCtrl- und VincKO-Zellen. Der genaue Me-
chanismus der kalziuminduzierten, versta¨rkten Reorientierung ist bislang noch unklar. Es
ist denkbar, dass die kalziumabha¨ngige Ausbildung von Zell-Zell-Adha¨sionen oder ein kal-
ziumvermittelter Signalweg zu einer erho¨hten Reorientierung der Aktinfasern fu¨hrt. Um
einen Hinweis auf den zugrundeliegenden Mechanismus zu bekommen, wurden verglei-
chende Analysen an Einzelzellen und Zellschichten in An- und Abwesenheit von Kalzium
an VincCtrl- und VincKO-Zellen durchgefu¨hrt. Hierfu¨r wurden die Zellen vier Stunden
mit einer Frequenz von 300 mHz und einer Amplitude von 14% gedehnt, anschließend
immunzytochemisch gefa¨rbt und die Orientierung der Aktinfasern bestimmt.
Die VincCtrl-Einzelzellen zeigten hierbei sowohl mit als auch ohne Kalziumzugabe nach
vier Stunden Dehnung eine Reorientierung der Aktinfasern. Die Stressfasern durchspann-
ten die gesamte Zelle und eine Parallelita¨t der Aktinfasern war zu erkennen. Die Orientie-
rungen der Aktinfasern in Ab- und Anwesenheit von Kalzium waren a¨hnlich und zeigten
fu¨r 90% der Zellen eine Faserorientierung zwischen 54°-90° (n = 241) bzw. zwischen 60°-
90° (n = 243). Das Aktinnetzwerk der VincCtrl-Zellschichten ohne Kalziumeinfluss war
mit dem der Einzelzellen vergleichbar und die Aktinfaserorientierung unterscheidet sich
nicht signifikant von der der Einzelzellen. 90% der Aktinfasern in Zellschichten ohne Kal-
zium wiesen eine Orientierung zwischen 68° und 90° (n = 201) auf (siehe Abbildung 49).
Die Kalziuminkubation fu¨hrte in VincCtrl-Zellschichten zu einer intrazellula¨ren parallelen
Anordnung der Aktinfasern, welche sich auch u¨ber die gesamte Zellschicht erstreckte. Die
Orientierung der Fasern wich sta¨rker von der Gleichverteilung ab als die Orientierung von
Aktinfasern in Zellschichten ohne Kalzium und unterschied sich signifikant von der Faser-
orientierung in diesen Zellen sowie in Einzelzellen. 90% der Aktinfasern in Zellschichten
unter Kalziumeinfluss wiesen eine Orientierung zwischen 78° und 90° auf (n = 178).
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Abbildung 48: Aktinorientierung in VincKO-Zellen nach zyklischer Dehnung in
Abha¨ngigkeit der Kalziuminkubation. Kumulierte Ha¨ufigkeiten der Orientierungen von
Aktinfasern ohne Kalziuminkubation und Dehnung (A‘) (n = 368), nach vierstu¨ndiger Kal-
ziuminkubation ohne zyklische Dehnung (A“) (n = 127), nach vier Stunden zyklischer Deh-
nung in Abwesenheit von Kalzium (A“‘) (n = 345) sowie nach zyklischer Dehnung unter Kal-
ziumeinfluss (A““) (n = 224) mit dazugeho¨rigen Immunfluoreszenzfa¨rbungen. Zusa¨tzlich als
gepunktet-gestrichelte Linie ist die kumulierte Ha¨ufigkeit der Orientierungen der Aktinfasern
von VincCtrl-Zellen nach zyklischer Dehnung in Abwesenheit von Kalzium sowie als gestrichel-
te Linie die Orientierungen der VincCtrl-Zellen nach zyklischer Dehnung in Anwesenheit von
Kalzium dargestellt. Die Pfeile markieren die Zugrichtung. Maßstab 20 µm.
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Abbildung 49: Aktinfaserorientierung in Einzelzellen und konfluenten Zellschichten
in Ab- und Anwesenheit von Kalzium. (A) Kumulierte Ha¨ufigkeiten der Orientierungen von
Aktinfasern in VincCtrl-Einzelzellen (SC) in Abwesenheit (A‘) (n = 214) und Anwesenheit (A“)
(n = 243) von Kalzium sowie die Winkelverteilungen von konfluenten Zellschichten (ML) ohne (n
= 201) und mit (n = 178) Kalziumeinfluss. Immunfluoreszenzfa¨rbung des Aktinnetzwerkes von
VincCtrl- Einzelzellen (A‘ & A“) nach zyklischer Dehnung. Fu¨r Immunfluoreszenzaufnahmen des
Aktinnetzwerkes in konfluenten Zellschichten siehe Abbildung 45. Die Pfeile veranschaulichen
die Zugrichtung. Maßstab 20 µm.
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Die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientierung in VincKO-Zellen haben einen
a¨hnlichen Verlauf wie bei VincCtrl Zellen, weichen aber fu¨r alle Bedingungen bei VincKO
Zellen weniger stark von der Gleichverteilung ab als bei VincCtrl Zellen. Die Reorien-
tierung der Aktinfasern in VincKO-Einzelzellen mit und ohne Kalzium ist a¨hnlich und
unterschied sich nicht signifikant von der Orientierung der Fasern im Zellschichten ohne
Kalziumeinfluss. 90% der Einzelzellen ohne Kalzium haben Orientierungen von 28° bis 90°
(n = 229), 90% der Einzelzellen mit Kalzium zwischen 22° und 90° (n = 162) und 90%
der Fasern in Zellschichten ohne Kalziumeinfluss waren zwischen 37° und 90° (n = 225)
ausgerichtet. Die Aktinfasern in VincKO-Zellschichten unter Kalziuminkubation zeigten
eine deutlich sta¨rkere Reorientierung von 63° bis 90° (n = 185) und unterschieden sich
signifikant von denen der anderen Bedingungen (siehe Abbildung 50).
3.9 Einfluss der E-Cadherin-Deletion auf die Aktinfaserreorien-
tierung
Die Winkelverteilung der Aktinfasern in VincCtrl- und VincKO-Einzelzellen haben ge-
zeigt, dass die Inkubation mit Kalzium alleine nicht zu einer erho¨hten Faserreorientierung
fu¨hrt. Auch die bloße Anwesenheit von Nachbarzellen in einer Zellschicht reichte in Ab-
wesenheit von Kalzium nicht aus, um eine versta¨rkte Reorientierung auszulo¨sen. Erst
die Kalziuminkubation von konfluenten Zellschichten fu¨hrte zu einer erho¨hten Reorientie-
rung der Aktinfasern dieser Zellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass kalziumabha¨ngige
Adha¨sionen fu¨r die beschleunigte Reorientierung verantwortlich sind, was durch Deh-
nungsexperimente an E-Cadherin-freien Zellen u¨berpru¨ft wurde. Hierfu¨r wurden Orien-
tierungsanalysen an Einzelzellen und Zellschichten in Ab- und Anwesenheit von Kalzium
an E-Cadherin-freien Zellen und den entsprechenden Kontrollzellen durchgefu¨hrt.
Wa¨hrend 90% der Einzelzellen ohne bzw. mit Kalzium Orientierungen zwischen 64° bis
90° bzw. 68° bis 90° aufwiesen und 90% der Aktinfasern der Zellschicht ohne Kalzium
zwischen 66° und 90° orientiert waren, wiesen 90% der Stressfasern im Zellschichten mit
Kalzium eine Orientierung zwischen 77° und 90° auf. Die grafische Darstellung der ku-
mulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientierungen nach zyklischer Dehnung zeigt eine
U¨berlappung der Kurven der Einzelzellen unter Kalziumeinfluss sowie der Zellschichten
ohne Kalzium (siehe Abbildung 51). Wie zuvor fu¨r die VincCtrl-Zellen beschrieben, zeig-
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Abbildung 50: Aktinfaserorientierung in Einzelzellen und konfluenten Zellschichten
in Ab- und Anwesenheit von Kalzium. (A) Kumulierte Ha¨ufigkeiten der Orientierungen von
Aktinfasern in VincKO-Einzelzellen (SC) in Abwesenheit (A‘) (n = 229) und Anwesenheit (A“)
(n = 162) von Kalzium sowie die Winkelverteilungen von konfluenten Zellschichten (ML) ohne (n
= 225) und mit (n = 185) Kalziumeinfluss. Immunfluoreszenzfa¨rbung des Aktinnetzwerkes von
VincKO-Einzelzellen (A‘ & A“) nach zyklischer Dehnung. Fu¨r Immunfluoreszenzaufnahmen des
Aktinnetzwerkes in konfluenten Zellschichten siehe Abbildung 48. Die Pfeile veranschaulichen
die Zugrichtung. Maßstab 20 µm.
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ten auch die ECadCtrl-Zellen nach zyklischer Dehnung keinen signifikanten Unterschied
in der Orientierung der Aktinfasern fu¨r Einzelzellen mit und ohne Kalzium sowie fu¨r Zell-
schichten ohne Kalzium. Ausschließlich die Aktinfaserorientierung der Zellschichten mit
Kalzium unterschieden sich signifikant von denen anderer Proben und zeigten eine deut-
lich sta¨rkere Reorientierung der Aktinfasern. Bei E-Cadherin-freien ECadKO-Zellen lag
die Faserorientierung fu¨r 90% der Zellen fu¨r Einzelzellen ohne Kalzium bei 62° bis 90°, fu¨r
Einzelzellen mit Kalzium zwischen 63° und 90°, fu¨r Zellschichten ohne Kalzium zwischen
69° und 90° und fu¨r Zellschichten in Anwesenheit von Kalzium bei 77° bis 90° (siehe Abbil-
dung 52). Die Reorientierung der Aktinfasern unterscheidet sich fu¨r gleiche Bedingungen
nicht signifikant zwischen ECadKO- und ECadCtrl-Zellen. Die grafische Darstellung der
kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientierungen zeigte auch fu¨r ECadKO-Zellen
eine U¨berlagerung der Kurven der Einzelzellen mit Kalzium sowie der Kurven der Zell-
schichten ohne Kalzium. Die Aktinfasern in den Einzelzellen ohne Kalzium waren weniger
stark reorientiert als die Aktinfasern in Zellschichten unter Kalziumeinfluss.
3.10 Ausbildung von Zell-Zell-Adha¨sionen in E-Cadherin-freien
Zellen
Da die immunzytochemischen Fa¨rbungen des Aktinnetzwerkes in ECadKO-Zellen auf
Zell-Zell-Adha¨sionen benachbarter Zellen in konfluenten Zellschichten hindeuten und sich
die Aktinfaserreorientierung nicht signifikant von der Reorientierung der ECadCtrl-Zellen
unterschied, wurden weitere vergleichende immunzytochemische Fa¨rbungen an ECadKO-
und ECadCtrl-Zellschichten durchgefu¨hrt, um die Abwesenheit von Zell-Zell-Adha¨sionen
in diesen Zellen zu u¨berpru¨fen.
Indirekte Immunfluoreszenzfa¨rbungen, bei welchen der anti-E-Cadherin Antiko¨rper
610182 (BD Bioscience) verwendet wurde, zeigten in ECadCtrl-Zellschichten ein spezifi-
sches Signal entlang der Zellgrenzen. Das Signal war als linienfo¨rmiges Objekt erkennbar.
In einigen Bereichen erstreckte es sich u¨ber die gesamte Kontaktfla¨che der Zellmembranen
benachbarter Zellen (siehe Abbildung 53). Das Vinculinsignal dieser Zellen war mit dem
linienfo¨rmigen E-Cadherin-Signal kolokalisiert. Die Aktinfasern dieser Zellen waren pe-
ripher angeordnet, wobei einzelne Stressfasern voneinander abgegrenzt werden konnten.
Unter gleichen Belichtungseinstellungen war in ECadKO-Zellen kein Signal erkennbar.
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Abbildung 51: Aktinfaserorientierung in ECadCtrl-Einzelzellen und konfluenten
Zellschichten in Ab- und Anwesenheit von Kalzium. (A) Kumulierte Ha¨ufigkeiten der
Orientierungen von Aktinfasern in ECadCtrl-Einzelzellen (SC) in Abwesenheit (A‘) (n = 400)
und Anwesenheit (A“) (n = 409) von Kalzium sowie die Winkelverteilungen von konfluenten
Zellschichten (ML) ohne (A“‘) (n = 528) und mit (A““) (n = 501) Kalziumeinfluss. Immun-
fluoreszenzfa¨rbung des Aktinnetzwerkes von Einzelzellen (A‘ & A“) sowie von konfluenten Zell-




Abbildung 52: Aktinfaserorientierung in ECadKO-Einzelzellen und konfluenten
Zellschichten in Ab- und Anwesenheit von Kalzium. (A) Kumulierte Ha¨ufigkeiten der
Orientierungen von Aktinfasern in ECadKO-Einzelzellen (SC) in Abwesenheit (A‘) (n = 201)
und Anwesenheit (A“) (n = 217) von Kalzium sowie die Winkelverteilungen von konfluenten
Zellschichten (ML) ohne (A“‘) (n = 212) und mit (A““) (n = 154) Kalziumeinfluss. Immun-
fluoreszenzfa¨rbung des Aktinnetzwerkes von Einzelzellen (A‘ & A“) sowie von konfluenten Zell-




Abbildung 53: Immunfluoreszenzfa¨rbung von E-Cadherin in ECadCtrl- und
ECadKO-Zellen. Die Zellen wurden nach 24-stu¨ndiger Kalziuminkubation immunzytoche-
misch gefa¨rbt. Das Cadherinsignal in ECadCtrl-Zellen ist in konfluenten Zellschichten entlang
der Zellmembranen lokalisiert, in ECadKO-Zellen ist das Cadherinsignal nur durch Nachbear-
beitung der Bildhelligkeit als linienfo¨rmiges Signal entlang der Zellgrenzen erkennbar und ist
deutlich schwa¨cher als in ECadCtrl-Zellen. Das Vinculinsignal ist in beiden Zelltypen mit dem
E-Cadherinsignal kolokalisiert. Die Aktinfasern sind in ECadCtrl- und ECadKO-Zellen peripher
angeordnet und durchspannen die gesamte Zelle. Maßstab 20 µm.
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Erst durch eine Anpassung der Helligkeit wurde in ECadKO-Zellschichten ein spezifi-
sches Signal des E-Cadherin-Antiko¨rpers sichtbar. Dieses war linienfo¨rmig entlang von
Zellgrenzen lokalisiert, fiel jedoch deutlich schwa¨cher aus als bei ECadCtrl-Zellschichten
und war stellenweise unterbrochen. Eine Fa¨rbung u¨ber die gesamte Kontaktfla¨che der
Zellmembran benachbarter Zellen war in ECadKO-Zellschichten nicht zu erkennen (siehe
Abbildung 53). Wie in den ECadCtrl-Zellen war das Vinculinsignal auch in ECadKO-
Zellen mit dem linienfo¨rmigen E-Cadherinsignal kolokalisiert.
Das Aktinnetzwerk dieser Zellen zeigte eine periphere Lokalisation der Aktinfasern, wel-
che in einer Art Ring entlang der Zellmembran lokalisiert waren. In Bereichen entlang der
Membran, wo ein versta¨rktes Vinculin bzw. Cadherinsignal erkennbar war, war auch ein
versta¨rktes Aktinsignal zu beobachten. Da eine unspezifische Bindung des Antiko¨rpers an
andere Cadherine nicht ausgeschlossen werden kann, ist anzunehmen, dass es in ECadKO-
Zellen mo¨glicherweise zu einer Expression von P-Cadherin kommt, was einen kompensa-
torischen Effekt hat und zur Ausbildung von Zell-Zell-Verbindungen fu¨hrt. Da die Bin-
dung des verwendeten E-Cadherin-Antiko¨rpers jedoch augenscheinlich unspezifisch fu¨r
P-Cadherin ist, ist das Cadherinsignal in den Immunfluoreszenzaufnahmen nur durch
starke Nachbearbeitung der Bildhelligkeit zu erkennen.
3.11 Auswirkungen der P-Cadherin-Reduzierung auf die Aktin-
faserreorientierung in E-Cadherin-freien Zellen
Da die Deletion von E-Cadherin wahrscheinlich durch die Expression von P-Cadherin
kompensiert wird und es dadurch auch in ECadKO-Zellen zur Ausbildung von
Adha¨renzverbindungen kommen ko¨nnte, wurden zur Analyse des Einflusses von Zell-
Zell-Kontakten auf die Reorientierung des Aktinnetzwerkes in einem na¨chsten Schritt
ECadKO-Zellen verwendet, in welchen zusa¨tzlich P-Cadherin herunterreguliert wurde.
Diese Zellen wurden als Einzelzellen oder konfluente Zellschicht auf Zugkammern aus-
gesa¨t und in Ab- und Anwesenheit von Kalzium zyklisch gedehnt.
Immunfluoreszenzaufnahmen der ECadKOPCadKD-Zellschichten zeigten eine geringe Di-
stanz zwischen den Zellmembranen benachbarter Zellen. Die Aktinfasern waren nach Deh-
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nung in vielen Zellen senkrecht zur Zugrichtung orientiert und innerhalb der Zelle parallel
angeordnet. Ein Durchspannen der Aktinfasern von mehreren Zellen wurde nicht beobach-
tet, was auf die Abwesenheit von aktinassoziierten Adha¨renzverbindungen in diesen Zellen
hindeutet. Die Auswertung der Aktinfaserorientierungen der ECadKOPCadKD-Zellen er-
gab fu¨r Einzelzellen in Abwesenheit von Kalzium fu¨r 90% der Zellen eine Faserorientierung
zwischen 72° und 90°, in Anwesenheit von Kalzium zwischen 71° und 90°. Die kumulierten
Ha¨ufigkeiten dieser Orientierungen liegen u¨bereinander und die Winkelverteilungen dieser
Zellen unterschieden sich nicht signifikant voneinander.
A¨hnliche Orientierungen zwischen 69° und 90° wiesen die Aktinfasern der Zellschichten
in Abwesenheit von Kalzium auf, welche sich nicht signifikant von denen der Einzelzellen
unterscheiden. Auch die Aktinfaserorientierungen der Zellschichten in Anweseheit von Kal-
zium unterschieden sich nicht signifikant von den Orientierungen der anderen Proben. Im
Vergleich mit den ECadCtrl-Einzelzellen sind alle ECadKOPCadKD-Zellen etwas sta¨rker
ausgerichtet, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
Die graphische Darstellung der kumulierten Ha¨ufigkeiten der Orientierungen der
Aktinfasern in ECadCtrl-Zellschichten und ECadKOPCadKD-Zellschichten in Abwe-
senheit von Kalzium zeigte eine U¨berlagerung der beiden Verteilungen. Die Zell-
schichten der ECadKOPCadKD-Zellen zeigten auch nach Zugabe von Kalzium keine
versta¨rkte Orientierung der Aktinfasern verglichen mit den entsprechenden Einzelzel-
len und den Zellschichten ohne Kalzium, wa¨hrend die Kalziuminkubation in ECadCtrl-
Zellschichten zu einer signifikant sta¨rkeren Reorientierung der Aktinfasern im Vergleich
zu ECadKOPCadKD-Zellschichten fu¨hrte (siehe Abbildung 54).
3.12 Einfluss der α-Catenin-Reduzierung auf die Aktinfaserre-
orientierung
Es konnte bereits gezeigt werden, dass die kalziumabha¨ngige Ausbildung von aktinas-
soziierten Adha¨renzverbindungen zu einer versta¨rkten Reorientierung der Aktinfasern
durch zyklische Dehnung fu¨hrt, wa¨hrend die Abwesenheit von Zell-Zell-Kontakten in
ECadKOPCadKD-Zellen die Reorientierung reduziert. Grundvoraussetzung fu¨r die Reak-
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Abbildung 54: Aktinfaserorientierung in Abha¨ngigkeit von Zell-Zelladha¨sionen. (A)
Kumulierte Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientierungen in ECadKOPCadKD-Zellschichten (ML)
in Abwesenheit (A‘) (n = 296) und Anwesenheit (A“) (n = 290) von Kalzium sowie die
Ha¨ufigkeiten von ECadCtrl-Zellschichten ohne (n = 528) und mit (n = 501) Kalziumein-
fluss. Entsprechende Immunfluoreszenzfa¨rbungen des Aktinnetzwerkes von ECadKOPCadKD-
Zellschichten. Die Pfeile markieren die Zugrichtung. Maßstab 20 µm.
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tion auf mechanische Einflu¨sse sind mechanosensitive Strukturen, welche Reize wahrneh-
men und weiterleiten ko¨nnen. Fu¨r die fokalen Adha¨sionsproteine Vinculin und p130Cas
konnte eine Mechanosensitivita¨t bereits nachgewiesen werden [91] und auch fu¨r das
Adha¨renzverbindungsprotein α-Catenin ist eine Mechanosensitivita¨t beschrieben [40] [64].
Ob dieses mechanosensitive Protein an der versta¨rkten Ausrichtung des Aktinnetzwerkes
unter Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten verantwortlich ist und ob bereits das Fehlen
von α-Catenin in Adha¨renzverbindungen ausreicht, um trotz der Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten die Reorientierung des Aktinnetzwerkes infolge zyklischer Dehnung zu
reduzieren, wurde im Folgenden na¨her analysiert.
Zur Generierung von αCatKD-Zellen wurde mittels fusogener Liposomen siRNA gegen
α-Catenin in ECadCtrl-Zellen eingebracht (siehe 2.2.6 auf Seite 41). Immunfluoreszenzauf-
nahmen der αCatKD-Zellen zeigten selbst nach zyklischer Dehnung eine unregelma¨ßige,
ungerichtete Anordnung der Aktinfasern. Die Zellen lagen, anders als bei ECadCtrl-Zellen,
nicht aufgespannt nebeneinander, sondern waren ungeordnet und u¨berlagerten sich teil-
weise. Zwischen den Zellmembranen der αCatKD-Zellen war ein geringer Abstand er-
kennbar. Aktinfasern, welche augenscheinlich mehrere Zellen durchspannten, wurden nicht
nachgewiesen.
Die kumulative Ha¨ufigkeit der Aktinfaserorientierung nach zyklischer Dehnung zeigte so-
wohl fu¨r Einzelzellen als auch fu¨r Zellschichten mit und ohne Kalzium vergleichbare Win-
kelverteilungen, welche sich nicht signifikant voneinander unterschieden. 90% der Aktin-
fasern in Einzelzellen in Ab- bzw. Anwesenheit von Kalzium wiesen eine Orientierung
zwischen 64° und 90° bzw. 67° und 90° auf. Die kumulierten Ha¨ufigkeiten zeigen a¨hnliche
Verla¨ufe und es war kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Vertei-
lungen nachweisbar. Im direkten Vergleich mit den Kontrollzellen zeigte sich, dass die
kumulierten Winkelverteilungen von ECadCtrl-Zellschichten ohne Kalzium und die der
αCatKD-Zellschichten sehr a¨hnlich sind. Die Orientierungen von 90% der Zellen lagen
hierbei fu¨r ECadCtrl-Zellen zwischen 66° und 90° und fu¨r αCatKD-Zellen zwischen 67°
und 90°. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht.
Die Verteilungen der ECadCtrl-Zellschicht mit Kalzium wich, verglichen mit den anderen,
deutlich sta¨rker von der Gleichverteilung ab, was eine sta¨rkere Reorientierung der Aktin-
fasern in diesen Zellen kennzeichnet. Die Orientierungen fu¨r 90% der Aktinfasern lag in
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diesen Zellen bei 77° bis 90°. Die Aktinfasern der ECadCtrl-Zellschichten mit Kalzium
waren signifikant sta¨rker ausgerichtet als die Einzelzellen mit und ohne Kalzium sowie die
Zellschichten ohne Kalzium beider Zelltypen (siehe Abbildung 55).
Abbildung 55: Aktinfaserorientierung in Abha¨ngigkeit von α-Catenin. (A) Kumulierte
Ha¨ufigkeiten der Orientierungen von Aktinfasern in αCatKD-Zellschichten (ML) in Abwesen-
heit (A‘) (n = 257) und Anwesenheit (A“) (244) von Kalzium sowie Aktinfaserorientierungen
von ECadCtrl-Zellschichten mit und ohne Kalziumeinfluss. Die Immunfluoreszenzfa¨rbungen des
Aktinnetzwerkes von αCatKD-Zellschichten zeigen in Abwesenheit (A‘) und Anwesenheit (A“)
Maßstab 20 µm.
3.13 Vergleich der maximalen Aktinfaserreorientierung in
VincCtrl- und VincKO-Zellen
Die bisherigen Experimente zeigen, dass eine kalziumabha¨ngige Ausbildung von aktinasso-
ziierten Zell-Zell-Verbindungen zu einer sta¨rkeren Reorientierung der Aktinfasern infolge
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zyklischer Dehnung fu¨hrt. Unklar ist bislang, ob es sich hierbei um eine beschleunigte
Reorientierung handelt oder ob die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten als zusa¨tzlicher
Mechanosensor zu einer versta¨rkten Reorientierung und einer Vera¨nderung der maxima-
len Ausrichtung fu¨hrt. Zudem ist noch nicht vollsta¨ndig gekla¨rt, ob allein das Fehlen von
Vinculin in Fokaladha¨sionen die Reorientierung des Aktinnetzwerkes verlangsamt oder
gar zu einer insgesamt schwa¨cheren Reorientierung fu¨hrt.
Zum Vergleich der maximalen Ausrichtung der Aktinfasern in VincCtrl- und VincKO-
Zellen wurden die Zellen in Ab- und Anwesenheit von Kalzium fu¨r 4, 8 und 16 Stunden
mit einer Amplitude von 14% und Frequenzen von 100, 300 und 600 mHz gedehnt. Die
Erho¨hung von Dehnungsdauer und Frequenz versta¨rkt die Reorientierung und ermo¨glichte
so den Vergleich der maximalen Ausrichtung des Aktinnetzwerkes.
Bei VincCtrl-Zellen wichen die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Orientierungen der Aktinfa-
sern bei kurzen Dehnungsdauer von vier Stunden deutlich voneinander ab, wa¨hrend sich
die Ha¨ufigkeiten nach 8 und 16 Stunden zyklischer Dehnung fu¨r die verschiedenen Fre-
quenzen immer sta¨rker aneinander anna¨herten (siehe Abbildung 56). Nach vierstu¨ndiger
Dehnung unterschieden sich die Aktinorientierungen innerhalb der VincCtrl-Zellen signi-
fikant fu¨r allen Frequenzen. Nach 8 Stunden zyklischer Dehnung unterschieden sich die
Orientierungen der Aktinfasern, in Abwesenheit von Kalzium, in VincCtrl-Zellen fu¨r ho-
he Frequenzen von 300 mHz und 600 mHz nicht mehr signifikant voneinander, nach 16
Stunden zyklischer Dehnung war nur noch zwischen der niedrigsten (100 mHz) und der
ho¨chsten (600 mHz) Frequenz ein signifikanter Unterschied in der Reorientierung des Ak-
tinnetzwerkes dieser Zellen zu erkennen, wobei die Effektgro¨ße jedoch vernachla¨ssigbar
war (siehe Abbildung 56).
Die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Winkelverteilungen von Aktinfasern, geordnet entspre-
chend der Frequenzen, zeigten, dass die Reorientierung in VincCtrl-Zellen in Abwesenheit
von Kalzium bei niedrigen Frequenzen (100 mHz) zeitabha¨ngig ist und mit zunehmender
Dehnungsdauer signifikant ansteigt, wa¨hrend bei hohen Frequenzen (600 mHz) bereits
nach vier Stunden alle Zellen eine maximale Aktinreorientierung erreicht haben (siehe
Abbildung 57). Fu¨r alle Frequenzen wiesen die Kurven der kumulierten Aktinfaserorien-
tierungen fu¨r 8 und 16 Stunden sehr a¨hnliche Verla¨ufe auf, was darauf schließen la¨sst, dass
die maximale Ausrichtung zu diesem Zeitpunkt bereits erreicht ist, da eine zusa¨tzliche zy-
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Abbildung 56: Frequenzabha¨ngigkeit der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl-
Zellen in Abwesenheit von Kalzium. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktin-
faserorientierungen von VincCtrl-Zellen nach vierstu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 752;
n300mHz = 646; n600mHz = 551), (B) nach achtstu¨ndiger (n100mHz = 623; n300mHz = 274; n600mHz
= 354) und (C) nach 16-stu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 435; n300mHz = 247; n600mHz
= 149).
klische Dehnung nicht mehr zu einer Versta¨rkung der Aktinreorientierung fu¨hrt (siehe
Abbildung 57).
Abbildung 57: Zeitabha¨ngigkeit der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl-Zellen in
Abwesenheit von Kalzium. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientie-
rungen nach zyklischer Dehnung mit einer Frequenz von 100 mHz, (B) von 300 mHz und (C)
von 600 mHz (n = siehe 56).
In VincKO-Zellen ist die Reorientierung der Aktinfasern im Vergleich zu VincCtrl-Zellen
signifikant verlangsamt und sta¨rker zeitabha¨ngig. Nach vierstu¨ndiger, zyklischer Dehnung
war die Aktinorientierung der Zellen in Abwesenheit von Kalzium fu¨r hohe Frequenzen
von 300 mHz und 600 mHz signifikant unterschiedlich, wa¨hrend sie sich fu¨r alle anderen
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Frequenzen nicht signifikant voneinander unterschied. Erst la¨ngere Dehnungsdauern von
acht und 16 Stunden fu¨hrten zu einer sta¨rkeren Aufspaltung der Aktinorientierungen der
verschieden Frequenzen, wodurch sich die Aktinorientierungen zu diesen Zeitpunkten zwi-
schen allen Frequenzen signifikant voneinander unterschieden. Die Effektgro¨ße hat hierbei
zwischen ho¨heren Frequenzen von 300 mHz und 600 mHz jedoch sehr kleine Werte (siehe
Abbildung 58).
Abbildung 58: Frequenzabha¨ngigkeit der Aktinfaserreorientierung in VincKO-
Zellen in Abwesenheit von Kalzium. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktin-
faserorientierungen von VincKO-Zellen nach vierstu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 348;
n300mHz = 547; n600mHz = 387), (B) nach achtstu¨ndiger (n100mHz = 602; n300mHz = 306; n600mHz
= 262) und (C) nach 16-stu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 546; n300mHz = 271; n600mHz
= 289).
Da die Reorientierung des Aktinnetzwerkes in VincKO-Zellen zwischen 8 und 16 Stun-
den Dehnung noch weiter ansteigt und sich die Orientierungen fu¨r diese Zeitpunkte si-
gnifikant voneinander unterscheiden, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, dass die
VincKO-Zellen nach 16-stu¨ndiger Dehnung bereits ihren Endzustand erreicht haben (sie-
he Abbildung 60). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine zusa¨tzliche Dehnung
zu einer weiteren Reorientierung des Aktinnetzwerkes fu¨hrt. Aus diesem Grund la¨sst sich
fu¨r VincKO-Zellen keine Aussage u¨ber einen frequenzabha¨ngigen Endpunkt treffen. Ein
Vergleich der maximalen Aktinfaserausrichtung zwischen VincCtrl- und VincKO-Zellen
war deshalb trotz erho¨hter Dehnungsdauern und Frequenzen nicht mo¨glich.
Es bleibt jedoch festzuhalten, dass sich die Aktinfaserreorientierungen von VincCtrl- und
VincKO-Zellen nach 16-stu¨ndiger zyklischer Dehnung fu¨r alle Frequenzen signifikant von-
einander unterscheiden (siehe Abbildung 59).
118
3. Ergebnisse
Abbildung 59: Vergleich der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl- und VincKO-
Zellen in Abwesenheit von Kalzium.
Der direkte Vergleich von VincCtrl- und VincKO-Zellen zeigte zusa¨tzlich fu¨r alle Be-
dingungen eine geringere Orientierung des Aktinnetzwerkes in VincKO-Zellen. Außer-
dem wiesen diese Zellen eine deutlich sta¨rkere Zeitabha¨ngigkeit der Orientierung sowohl
fu¨r niedrige als auch fu¨r hohe Frequenzen in Abwesenheit von Kalzium im Vergleich zu
VincCtrl-Zellen auf (siehe Abbildung 60).
Abbildung 60: Zeitabha¨ngigkeit der Aktinfaserreorientierung in VincKO-Zellen in
Abwesenheit von Kalzium. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorientie-
rungen von VincKO-Zellen nach zyklischer Dehnung mit einer Frequenz von 100 mHz, (B) fu¨r
eine Frequenz von 300 mHz und (C) fu¨r eine Frequenz von 600 mHz (n = siehe 58).
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3.14 Einfluss von Kalzium auf die maximale Aktinfaserreorien-
tierung
Die Untersuchung der maximalen Aktinreorientierung unter Kalziumeinfluss sollte zei-
gen, ob die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten zu einer beschleunigten Reorientierung
der Aktinfasern fu¨hrt, oder ob es durch die Adha¨renzverbindungen zu einer insgesamt
versta¨rkten Reorientierung mit einer vera¨nderten maximalen Ausrichtung kommt.
Unter Kalziumeinfluss unterschieden sich die Aktinorientierungen in VincCtrl-Zellen fu¨r
keinen Zeitpunkt zwischen hohen Frequenzen von 300 mHz und 600 mHz. Nach vier-
und 16 stu¨ndiger Dehnung unterschieden sich die Aktinorientierungen zwischen den Fre-
quenzen von 100 mHz und 600 mHz, wa¨hrend sie sich nach achtstu¨ndiger Dehnungsdauer
zusa¨tzlich noch zwischen 100 mHz und 300 mHz unterschieden (siehe Abbildung 61).
Abbildung 61: Frequenzabha¨ngigkeit der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl-
Zellen unter Kalziumeinfluss. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorien-
tierungen von VincCtrl-Zellen nach vierstu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 171; n300mHz
= 290; n600mHz = 264), (B) nach achtstu¨ndiger (n100mHz = 394; n300mHz = 259; n600mHz = 282)
und (C) nach 16-stu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 195; n300mHz = 163; n600mHz = 103).
Insgesamt fu¨hrte die kalziumabha¨ngige Ausbildung von Adha¨renzverbindungen in
VincCtrl-Zellen unter allen Bedingungen zu einer signifikanten Erho¨hung der Aktinfa-
serreorientierung verglichen mit der Reorientierung in Abwesenheit von Kalzium. Bei
VincCtrl-Zellen wurde, wie zuvor beschrieben, nach 16-stu¨ndiger Dehnung die maxima-
le Ausrichtung des Aktinnetzwerkes erreicht. Ein Vergleich dieses Maximums zwischen
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VincCtrl-Zellen in Ab- und Anwesenheit von Kalzium zeigte einen signifikanten Unter-
schied zwischen den beiden Endpunkten (siehe Abbildung 62).
Abbildung 62: Vergleich der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl-Zellen in Ab- und
Anwesenheit von Kalzium.
Dies la¨sst darauf schließen, dass die Ausbildung von kalziuminduzierten Adha¨renzver-
bindungen nicht nur zu einer beschleunigten Reorientierung, sondern insgesamt zu einer
versta¨rkten Reorientierung des Aktinnetzwerkes fu¨hrt. Diese Versta¨rkung der Reorientie-
rung durch die Ausbildung von Adha¨renzstrukturen zeigte sich auch bei vinculinfreien
Zellen. Fu¨r alle Bedingungen sind auch VincKO-Zellen unter Kalziumeinfluss signifikant
sta¨rker reorientiert als VincKO-Zellen in Abwesenheit von Kalzium (siehe Abbildung 63).
Wa¨hrend sich in VincKO-Zellen bei kurzen Dehnungsperioden von vier Stunden in Anwe-
senheit von Kalzium die Aktinfaserorientierung fu¨r alle Frequenzen signifikant voneinan-
der unterscheiden, na¨hern sich die Ausrichtungen mit steigender Dehnungsdauer immer
sta¨rker aneinander an, sodass sich hohe Frequenzen von 300 mHz und 600 mHz nach 16-
stu¨ndiger Dehnung nicht la¨nger signifikant voneinander unterscheiden (siehe Abbildung
64). Unter Kalziumeinfluss ist der Unterschied zwischen VincCtrl- und VincKO-Zellen ge-
ringer und die Winkelverteilungen der beiden Zelltypen na¨hern sich bei ho¨heren Frequen-
zen und la¨ngeren Dehnungsdauern zunehmend an, wobei sie sich fu¨r gleiche Bedingungen




Abbildung 63: Vergleich der Aktinfaserreorientierung in VincKO-Zellen in Ab- und
Anwesenheit von Kalzium.
Abbildung 64: Frequenzabha¨ngigekeit der Aktinfaserreorientierung in VincKO-
Zellen unter Kalziumeinfluss. (A) zeigt die kumulierten Ha¨ufigkeiten der Aktinfaserorien-
tierungen von VincKO-Zellen nach vierstu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 253; n300mHz
= 289; n600mHz = 307), (B) nach achtstu¨ndiger (n100mHz = 363; n300mHz = 261; n600mHz = 225)
und (C) nach 16-stu¨ndiger zyklischer Dehnung (n100mHz = 327; n300mHz = 213; n600mHz = 252).
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Abbildung 65: Vergleich der Aktinfaserreorientierung in VincCtrl- und VincKO-
Zellen unter Kalziumeinfluss.
Die Aktinfaserreorientierung unterschied sich sowohl fu¨r VincCtrl- als auch fu¨r VincKO-
Zellen signifikant zwischen Zellen, welche in Ab- und Anwesenheit von Kalzium zyklisch
gedehnt wurden. Bei VincCtrl-Zellen verlief die Reorientierung insgesamt schneller als bei
VincKO-Zellen, sodass diese Zellen nach 16-stu¨ndiger Dehnung bereits ihre maximale Aus-
richtung erreicht hatten. Ein Vergleich der maximalen Ausrichtung des Aktinnetzwerkes in
Ab- und Anwesenheit von Kalzium zeigte nach 16-stu¨ndiger Dehnung einen signifikanten
Unterschied. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Ausbildung von kalziumabha¨ngigen
Adha¨sionsverbindungen nicht nur zu einer beschleunigten Reorientierung, sondern sogar
zu einer insgesamt signifikant sta¨rkeren Reorientierung des Aktinnetzwerkes fu¨hrt. Dies
ist auch bei vinculinfreien Zellen der Fall. Wa¨hrend die Abwesenheit von Vinculin in
Fokaladha¨sionen ohne den Einfluss von Kalzium zu einer signifikanten Reduzierung der
Aktinreorientierung fu¨hrt, erho¨ht die Ausbildungen von Adha¨renzverbindungen in die-
sen Zellen die Reorientierung signifikant, wodurch sich die Aktinfaserreorientierung dieser





Die mechanischen Eigenschaften von Keratinozyten wurden in dieser Arbeit mittels Ra-
sterkraftmikroskop analysiert und die Integrita¨t konfluenter Zellschichten durch Zugex-
perimente na¨her untersucht. In konfluenten Zellschichten werden die mechanischen Ei-
genschaften der Zellen durch ein komplexes Zusammenspiel vieler zellula¨rer Struktu-
ren bestimmt. Modifikationen einzelner Strukturen haben deshalb ha¨ufig Auswirkungen
auf andere zellula¨re Komponenten und fu¨hren zu Vera¨nderungen der mechanischen Zell-
eigenschaften. Der genaue Einfluss verschiedener Keratinmutationen sowie bestimmter
Vera¨nderungen von Adha¨sionsstrukturen auf die zellula¨ren Eigenschaften sind deshalb in
dieser Arbeit von großem Interesse. Durch die Analyse einzelner zellula¨rer Bestandtei-
le sowie der durch Mutation ausgelo¨sten Vera¨nderungen der Zelleigenschaften wird die
Grundlage fu¨r die Erforschung und Heilung von zahlreichen Krankheiten geschaffen.
4.1 Einfluss der Plectinreduzierung auf die mechanischen Ei-
genschaften von Zellen
Dynamische Umbauprozesse des Zytoskeletts als Reaktion auf interne oder externe Reize
sind ein komplexes Zusammenspiel vieler zytoskelettaler Komponenten. Als Adapterpro-
tein, welches das Keratin- und Aktinnetzwerk in Keratinozyten miteinander verknu¨pft,
ist das Protein Plectin an Netzwerkumbauprozessen beteiligt und fu¨r den Aufbau ei-
nes funktionellen Keratinnetzwerkes sowie die intakte Verankerung dieses Netzwerkes
in Desmosomen und Hemidesmosomen von großer Bedeutung. Die Relevanz von Plec-
tin fu¨r die komplexe Zusammenlagerung eines intakten Zytoskeletts wurde anhand einer
shRNA-vermittelten Plectinreduzierung in A431-Zellen na¨her analysiert. Hierbei wurden
die Auswirkungen der Plectinreduzierung auf die Zellelastizita¨t sowie die Zellkraft mittels
Rasterkraftmikroskopie und Zellkraftanalyse detailliert untersucht (siehe 3.1.1 und 3.1.2
auf den Seiten 69 und 73).
Die Reduzierung von Plectin in A431-Zellen fu¨hrte, wie bereits beschrieben, zu einer
Verdickung der Keratinfilamentbu¨ndel und einer vergro¨ßerten Maschenweite des Keratin-
netzwerkes [27] sowie zu einer erho¨hten Keratinverzweigungsla¨nge [103]. Eine Vera¨nderung
125
4. Diskussion
des dichten, den Zellkern umgebenden Keratinnetzwerkes konnte in den hier verwendeten
A431-Zellen in Abwesenheit von Plectin, anders als in Wilhelmsen et al. 2005, jedoch nicht
beobachtet werden. Wilhelmsen beschreibt die plectinabha¨ngige, Nesprin 3a-vermittelte
Kopplung von Keratin an die Zellkernhu¨lle, welche bei den in dieser Arbeit verwendeten
Zellen trotz der Reduzierung von Plectin augenscheinlich unvera¨ndert war [118] [103].
Im Gegensatz dazu fu¨hrte die Herunterregulierung von Plectin, wie bereits in anderen Ar-
beiten beschrieben, zu einer Reduzierung der hemidesmosomalen Strukturen [113] [115]
[103], welche vermutlich aufgrund der fehlenden plectinvermittelten Kopplung an das Ke-
ratinnetzwerk instabil werden und deshalb dislozieren oder abgebaut werden [99]. Da es
sich bei Hemidesmosomen um plectinhaltige, kraftu¨bertragende Zell-Matrix-Adha¨sionen
handelt, wurde der Einfluss der reduzierten Plectinexpression in shPlectin-Zellen auf
die Zellkraft dieser Zellen untersucht. Zellkraftanalysen ergaben jedoch fu¨r shCtrl- und
shPlectin-Zellen keinen signifikanten Unterschied bezu¨glich der Summe aller kontraktilen
Kra¨fte pro Zelle (siehe 2.8 und 3.1.1 auf den Seiten 61 und 69).
Die Herunterregulation von Plectin auf 10-20% reichte folglich nicht aus, um die
kraftu¨bertragenden hemidesmosomalen Zell-Matrix-Adha¨sionen oder die plectinvermit-
telte Kraftu¨bertragung vom Keratin- auf das Aktinnetzwerk so stark zu beeinflussen,
dass ein Effekt mit den in dieser Arbeit verwendeten Systemen gemessen wurde. Es wa¨re
zudem mo¨glich, dass Hemidesmosomen bei der zellula¨ren Kraftu¨bertragung im Vergleich
zu Fokaladha¨sionen nur einen geringen Einfluss haben. Dies wu¨rde erkla¨ren, weshalb es
bei shPlectin-Zellen in dieser Arbeit trotz reduzierter hemidesmosomaler Strukturen nicht
zu einer Reduzierung der Zellkraft, verglichen mit shCtrl-Zellen, kommt. Bei einer unter-
geordneten Rolle von Hemidesmosomen bei der Kraftu¨bertragung wu¨rden die zellula¨ren
Kra¨fte nur innerhalb des Aktinnetzwerkes u¨bertragen und von diesem ausschließlich auf
aktinassoziierte Adha¨sionsstrukturen transduziert. Diese Strukturen, welche von der Plec-
tinreduzierung unbeeinflusst sind und sowohl in shCtrl- als auch in shPlectin-Zellen wei-
terhin zellula¨re Kra¨fte auf das Substrat u¨bertragen, ko¨nnten die vergleichbaren Kra¨fte
von shPlectin- und shCtrl-Zellen erkla¨ren.
Trotz der verla¨ngerten Keratinverzweigungsla¨nge [103] hatte die Herunterregulierung von
Plectin keinen Einfluss auf die Elasizita¨t dieser Zellen. Mittels kraftspektroskopischer
Rasterkraftmikroskop-Messungen konnte kein signifikanter Unterschied bezu¨glich der Zell-
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elastizita¨t zwischen shCtrl- und shPlectin-Zellen detektiert werden. Mo¨gliche Gru¨nde
hierfu¨r sind zytoskelettale Proteine wie Aktin, welche ebenfalls fu¨r die Zellelastizita¨t ver-
antwortlich sind, in den shPlectin-Zellen jedoch unbeeinflusst blieben. Zudem sind die
mechanischen Vera¨nderungen durch die Reduzierung von Plectin und die damit einherge-
hende vera¨nderte Keratinverzweigungsla¨nge, gegebenenfalls zu gering, als dass sie mit den
hier verwendeten Messmethoden detektiert werden ko¨nnten. Obgleich es sich beim Raster-
kraftmikroskop um ein sehr empfindliches Messgera¨t handelt, sind Indentationen oberhalb
des Zellkerns von lebenden Zellen von vielen Faktoren und zytoskelettalen Bestandteilen
beeinflusst. Eine große Streuung der Zellelastizita¨t innerhalb der shCtrl- und shPlectin-
Zellen erschwert deshalb die Detektion von kleinsten Vera¨nderungen der Zellelastizita¨t und
macht die Analyse kleinster Vera¨nderungen in vergleichenden Messungen von lebenden
Zellen sehr schwierig. Desweiteren sind ausbleibende Auswirkungen der Plectinreduzie-
rung auf die mechanischen Eigenschaften der Zellen mo¨glicherweise dadurch zu erkla¨ren,
dass zum Einen Plectin in den verwendeten Zellen nicht vollsta¨ndig deletiert, sondern
lediglich herunterreguliert wurde und zum Anderen, dass trotz Herunterregulierung von
Plectin weitere Proteine der Plakin-Proteinfamilie exprimiert werden, welche ebenfalls die
Organisiation des Keratinnetzwerkes beeinflussen und dadurch mo¨glicherweise kompen-
satorisch wirken. Zudem sind noch weitere Mechanismen und intrazellula¨re Proteine, wie
Epiplakin oder Periplakin bekannt, welche an der Organisation des Keratinnetzwerkes
beteiligt sind und die Aufgaben des Plectin mo¨glicherweise u¨bernehmen, wodurch sie sein
Fehlen eventuell kompensieren ko¨nnen [119] [120].
4.2 Auswirkungen der K14R131P-Mutation auf die Keratin-
netzwerkorganisation sowie die Desmosomenlokalisation
Ein funktionelles Keratinnetzwerk ist Voraussetzung fu¨r den Aufbau einer funktionel-
len Haut. Modifikationen des Keratinnetzwerkes, ausgelo¨st durch Vera¨nderungen wie der
EBS-assoziierten Mutation R131P im Keratin 14, fu¨hren zu divergenten mechanischen
Eigenschaften der Zellen und erho¨hen ihre Fragilita¨t. Eine detaillierte Analyse verschie-
dener genetischer Modifizierungen des Keratinnetzwerkes auf die mechanischen Eigen-
schaften der Zellen wurde in der vorliegenden Arbeit durchgefu¨hrt, um einen tieferen
Einblick in krankhafte Vera¨nderungen von Keratinozyten zu bekommen und so die Grund-
lage fu¨r mo¨gliche Heilungsansa¨tze zu schaffen. Hierfu¨r wurden keratinfreie Keratinozyten
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(KTyI-/-) sowie Keratinozyten welche nur ein bestimmtes Keratin exprimieren (KTyI-/-
K14 und KTyI-/-K14R131P), mit nicht mutierten Kontrollzellen (KTyIWT) verglichen.
Die Deletion des gesamten Keratin-TypI-Genclusters ermo¨glichte die Generierung kera-
tinfreier Keratinozyten und wurde, ebenso wie die Generierung der KTyI-/-K14 - und
KTyI-/-K14R131P -Zellen, in der Arbeitsgruppe Magin durchgefu¨hrt.
Zuna¨chst wurden die Auswirkungen der genetischen Vera¨nderungen auf das Keratinnetz-
werk der Zellen immunzytochemisch analysiert. Keratinfreie Keratinozyten wiesen hierbei
ein schwaches, gleichma¨ßig verteiltes Keratinsignal im gesamten Zytoplasma auf, wel-
ches jedoch nur durch nachtra¨gliche Anpassung der Bildhelligkeit sichtbar wurde. Grund
hierfu¨r ist, dass durch die Deletion des Keratin-TypI-Genclusters die Expression ba-
sischer Keratine in diesen Zellen zwar unbeeinflusst bleibt, diese aufgrund des fehlen-
den Bindungspartners jedoch keine Keratinfilamente aufbauen ko¨nnen [106], weshalb die
basischen Keratine unmittelbar nach ihrer Translation degradiert werden. Anhand von
translatierten aber noch nicht vollsta¨ndig degradierten basischen Keratinen, la¨sst sich das
schwache Hintergrundsignal der Fluoreszenzfa¨rbung in diesen Zellen erkla¨ren.
Die Expression des sauren Keratin 14 in KTyI-/- -Zellen fu¨hrte zur Ausbildung eines
normalen Keratinnetzwerkes, welches in Dichte, Lokalisation und Maschenweite mit dem
Keratinnetzwerk von KTyIWT-Zellen vergleichbar war. Dies zeigt, dass die Expression
des einzelnen sauren Keratin 14 fu¨r den Aufbau eines Keratinnetzwerkes ausreichend ist.
In KTyI-/-K14 -Zellen ist neben dem Keratinpaar K5/K14 aufgrund fehlender alternati-
ver Bindungspartner auch die Bindung anderer basischer Keratine an Keratin 14 denkbar.
Die Bindung alternativer Keratinfilamente wurde bereits fu¨r Keratin 15 beschrieben, wel-
ches in Abwesenheit von Keratin 14 u¨berexprimiert wird und das Keratinpaar K5/K15
bildet, welches das Keratinpaar K5/K14 ersetzt [121]. Die Bindung von untypischen Ke-
ratinfilamenten tra¨gt augenscheinlich dazu bei, dass die Expression eines sauren Keratins
durch die Bindung verschiedener basischer Keratine bereits zur Ausbildung eines Kera-
tinnetzwerkes, vergleichbar mit dem in Kontrollzellen, fu¨hrt.
Die Expression des mutierten Keratin 14 in KTyI-/-K14R131P-Zellen verhindert die
Bildung eines intakten, den Zellkern umspannenden Keratinnetzwerkes [117]. Stattdes-
sen kommt es in diesen Zellen zur Bildung von zytoplasmatischen Keratinaggregaten.
Dies ist durch die Position der Mutation im Helixinitiierungsmotif der Keratinfilamen-
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te zu erkla¨ren, wodurch die Ausbildung funktioneller Keratindimere ausbleibt. Neben
einer vera¨nderten Organisation des Keratinnetzwerkes fu¨hrte die K14R131P Mutation
zudem zu einer modifizierten Lokalisierung desmosomaler Strukturen (siehe 3.2 auf Seite
76). Wa¨hrend fu¨r keratinfreie Typ-II-Keratinozyten eine Dislokalisierung desmosomaler
Strukturen beschrieben wurde [122] und auch fu¨r KTyI-/- -Zellen besta¨tigt werden konnte
[117], konnte fu¨r KTyI-/-K14R131P-Zellen in dieser Arbeit erstmals die Abha¨ngigkeit der
Dislokation desmosomaler Strukturen von zytoplasmatischen Keratinaagregaten gezeigt
werden (siehe 3.2 auf Seite 76).
Im Vergleich zu anderen Vero¨ffentlichungen [82] konnte jedoch keine Kolokalisation von
Keratinaggregaten und Desmoplakin gemessen werden. Das Fehlen einer keratinindu-
zierten Verankerung desmosomaler Strukturen ko¨nnte eine mo¨gliche Ursache fu¨r die
vera¨nderte Lokalisation von Desmoplakin in KTyI-/– und KTyI-/-K14R131P-Zellen sein.
Zudem wa¨re die vera¨nderte Desmosomenlokalisation eine mo¨gliche Erkla¨rung fu¨r die
erho¨hte Gewebefragilita¨t bei EBS-Patienten [123].
4.3 Einfluss der K14R131P-Mutation auf die Zellelastizita¨t
Es wurde bereits gezeigt, dass die Abwesenheit von Keratin zu einer signifikanten Re-
duzierung der Zellsteifigkeit von Keratinozyten fu¨hrt [106] [99]. In dieser Arbeit konnte
erstmals gezeigt werden, dass die EBS-assoziierte Mutation K14R131P ebenfalls zu einer
signifikanten Reduzierung der Zellsteifigkeit fu¨hrt, was durch das Fehlen eines intakten
Keratinnetzwerkes in diesen Zellen zu erkla¨ren ist. Wa¨hrend die Expression von Keratin
14 in KTyI-/- -Zellen ausreicht, um ein Keratinnetzwerk auszubilden, welches mit dem
von Kontrollzellen vergleichbar ist und auf Einzelzellebene ausreicht, um die mechanischen
Eigenschaften der KTyIWT-Zellen wiederherzustellen, fu¨hrt die Expression des mutierten
Keratin 14 in KTyI-/-K14R131P-Zellen nicht zur Ausbildung eines funktionellen Keratin-
netzwerkes. Stattdessen sind zytoplasmatische Keratinaagregate erkennbar, welche nicht
in der Lage sind die mechanischen Eigenschaften der Kontroll-Keratinozyten wiederher-
zustellen.
Die Zellsteifigkeit ist in KTyI-/-K14R131P-Zellen sogar noch sta¨rker reduziert als in
KTyI-/- -Zellen. Eine mo¨gliche Erkla¨rung hierfu¨r ist die Assoziierung der Aggregatstruk-
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turen mit Bestandteilen des Zytoskeletts. Wa¨hrend in keratinfreien Zellen in Abwesenheit
eines Keratinnetzwerkes andere zytoskelettale Bestandteile weitestgehend unbeeinflusst
bleiben, ko¨nnte die Ausbildung von Keratinaggregaten in KTyI-/-K14R131P-Zellen durch
die Bindung zytoskelettaler Komponenten, wie Adapterproteinen, zu einer Vera¨nderung
des Zytoskeletts und dadurch zur Vera¨nderung der mechanischen Eigenschaften dieser Zel-
len fu¨hren. Mo¨gliche Bindepartner sind auch desmosomale oder hemidesmosomale Protei-
ne deren Assoziierung mit Keratinaagregaten bereits beschrieben wurde. Die Bildung von
Keratinaggregaten in KTyI-/-K14R131P-Zellen fu¨hrt aufgrund des fehlenden Netzwerkes
nicht nur zu einer schwa¨cheren Verankerung von Desmosomen und Hemidesmosomen,
sondern durch Bindung an desmosomale Proteine auch zu einer aktiven Dislokation die-
ser Proteine ins Zytoplasma. Dadurch fehlen diese, oder auch andere Adapterproteine in
ihrer eigentlichen Funktion, was die Zytoskelettorganisation und Zellsteifigkeit beeinflus-
sen ko¨nnte. Verglichen mit keratinfreien Zellen ko¨nnte dies eventuell zu einer sta¨rkeren
Reduzierung der Zellsteifigkeit fu¨hren.
Rasterkraftmikroskopmessungen an konfluenten Zellschichten unter Kalziumeinfluss
besta¨tigen die zuvor an Einzelzellen gemessenen Ergebnisse der Zellsteifigkeiten verschie-
dener Keratinozyten-Zelllinien nicht nur, sondern zeigen signifikant sta¨rkere Auswirkun-
gen verschiedener Keratinnetzwerke auf die Zellelastizita¨t. Dieser versta¨rkte Effekt, wel-
cher mit der Erho¨hung der Zellsteifigkeit in allen untersuchten Zelltypen einhergeht, ist
auf die Ausbildung kalziumabha¨ngiger Adha¨renzverbindungen zuru¨ckzufu¨hren. Der Ver-
gleich von KTyI-/- - und KTyI-/-K14-Zellen zeigt, dass nicht nur die Ausbildung von
Desmosomen, welche in beiden Zellen mo¨glich ist, sondern auch die Verankerung dieser
Strukturen durch ein funktionelles Keratinnetzwerk fu¨r die Erho¨hung der Steifigkeit not-
wendig ist, wie sie nur in KTyI-/-K14-Zellen gegeben ist. Wa¨hrend KTyI-/- -Einzelzellen
eine ho¨here Zellsteifigkeit aufwiesen als KTyI-/-K14R31P-Zellen unterscheiden sich die
Elastizita¨ten dieser Zellen unter Kalziumeinfluss in konfluenten Zellschichten nicht la¨nger
voneinander. Die fehlende Verknu¨pfung eines intakten Keratinnetzwerkes in desmosoma-
le Strukturen ist in beiden Zelltypen Grund fu¨r eine signifikant niedrigere Zellsteifigkeit
verglichen mit KTyIWT-Zellen. KTyI-/-K14-Zellen, welche auf Einzelzellebene noch die
anna¨hernde Steifigkeit der Kontrollzellen wiederherstellen konnten, erreichen als konflu-
ente Zellschicht unter Kalziumeinfluss lediglich 65% der Steifigkeit von Kontrollzellen. Die
Expression eines sauren Keratins in KTyI-/-Zellen reicht folglich nicht aus, um in einer
konfluenten Zellschicht die mechanischen Eigenschaften von KTyIWT-Zellen wiederherzu-
stellen. Dies zeigt, dass fu¨r die Ausbildung einer funktionellen Zellschicht augenscheinlich
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die Expression mehrerer verschiedener Keratine notwendig ist und beweist, dass die große
Vielzahl an verschiedenen Keratinen nicht nur eine kompensatorische Absicherungsfunk-
tion hat. Mo¨glicherweise spielt die genaue Zusammensetzung der Keratinfilamente bei der
Kopplung von Desmosomen und Hemidesmosomen eine wichtige Rolle. Im Vergleich zu
Einzelzellen sind diese kalziumabha¨ngigen Strukturen fu¨r die mechanischen Eigenschaften
von konfluenten Zellschichten von großer Bedeutung. Die vera¨nderte Keratinfilamentzu-
sammensetzung wirkt sich deshalb, aufgrund der Beeinflussung von desmosomalen Struk-
turen, eventuell in Zellschichten sta¨rker auf die mechanischen Zelleigenschaften aus, als
auf Einzelzellebene.
4.4 Einfluss vera¨nderter Keratinnetzwerke auf die Integrita¨t
von Zellschichten
Die vera¨nderten mechanischen Eigeschaften sowie die modifizierte Desmosomenlokalisa-
tion in KTyI-/-K14R131P-Zellen sind mo¨gliche Gru¨nde fu¨r eine erho¨hte Fragilita¨t dieser
Zellen, wie sie ha¨ufig im Zusammenhang mit Epidermolysis bullosa simplex beschrieben
wird. Aus diesem Grund wurde die Integrita¨t von KTyI-/-K14R131P-Zellschichten sowie
von KTyI-/- -, KTyI-/-K14- und KTyIWT-Zellschichten unter Kalziumeinfluss analysiert.
Die uniaxiale Dehnung aller Zellen bewirkte in den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Ex-
perimenten keine Vera¨nderungen des Keratinnetzwerkes. Alle vier Zelltypen waren nach
90-minu¨tiger zyklischer Dehnung (14%, 4 Hz) adha¨rent, aufgespannt und zeigten keinerlei
Vera¨nderungen des Keratinnetzwerkes im Vergleich zu vorher, wie auch von Fudge et al.
2008 und Beriault et al. 2012 beschrieben [79] [80]. Das Aktinnetzwerk aller Zelltypen war
nahezu senkrecht zur Zugrichtung orientiert, was fu¨r ein unbeeinflusstes Verhalten der Mi-
krofilamente spricht. Risse oder vergro¨ßerte Absta¨nde zwischen den einzelnen Zellen waren
nicht erkennbar, was auch nach 90 minu¨tiger Dehnung auf intakte Zell-Zell-Kontakte in
allen Zelltypen schließen la¨sst.
Eine Dehnungsamplitude von 14% wurde gewa¨hlt, da sie mit physiologischen Dehnungen
der Haut von 30-40% vergleichbar ist [124] [125]. Zwar fa¨llt die in dieser Arbeit angelegte
Dehnungsamplitude etwas geringer aus, ist jedoch bereits ausreichend, um eine starke
Reorientierung des Aktinnetzwerkes hervorzurufen. Da die zyklische Dehnung von konflu-
enten Zellschichten um 14% fu¨r 90 Minuten in dieser Arbeit jedoch augenscheinlich keinen
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Einfluss auf die Organisation des Keratinnetzwerkes hatte, wurden die Zellen zusa¨tzlich
um 40% gedehnt. Dies entspricht der Gro¨ßenordnung von physiologischen Dehnungen der
Haut, fu¨hrte allerdings ebenfalls zu keinen sichtbaren morphologischen Vera¨nderungen
der Zellen.
Die in dieser Arbeit beschriebene Keratin 14R131P-Mutation ist Auslo¨ser der EBS-
assoziierten Vera¨nderungen im murinen Keratin 14, wa¨hrend sich beim Menschen die
gleiche EBS-assoziierte Mutation an der Stelle 125 des humanen Keratin 14 befindet. In
der Literatur wird deshalb ha¨ufig die Expression des mutierten, humanen Keratin 14R125
beschrieben. Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Generierung keratinfreier Keratinozy-
ten wird zudem meist die Expression von K14R125 in nicht mutierten Kontrollzellen
untersucht. Durch zahlreiche intakte Keratine kommt es in diesen Zellen zur Ausbildung
eines funktionellen Keratinnetzwerkes. Dieser kompensatorische Effekt entfa¨llt bei der
Expression von K14R131P in keratinfreien Zellen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wur-
den, sodass es in diesen Zellen nicht zur Ausbildung eines Keratinnetzwerkes, sondern zur
Bildung zytoplasmatischer Keratinaggregate kommt.
Die Abwesenheit eines Keratinnetzwerkes in KTyI-/-K14R131P-Zellen deutet darauf hin,
dass das Keratin 14R131P aufgrund der Mutation im Helix-Initiierungsmotiv nicht in
der Lage ist, ein Keratinnetzwerk aufzubauen. Die Ausbildung eines Keratinnetzwerkes in
Kontrollzellen, welche Keratin 14R125 exprimieren, kommt augenscheinlich nur aufgrund
des kompensatorischen Effektes anderer Keratine zustande, welche die Funktion des mu-
tierten Keratin 14 beim Aufbau eines Netzwerkes u¨bernehmen. Ein direkter Vergleich
der Auswirkungen mechanischer Reize auf KTyI-/-K14R131P-Zellen und Kontrollzellen,
welche K14R125 exprimieren, ist deshalb nicht mo¨glich. Dennoch sind auch Experimente
an K14R125-Zellen beschrieben, welche -wie in dieser Arbeit gezeigt- keine Auswirkungen
von zyklischer Dehnung auf das Keratinnetzwerk zeigen. So wurde fu¨r langsame (13 mHz)
uniaxiale Dehnungen von K14R125-Zellen kein Unterschied des Keratinnetzwerkes im Ver-
gleich zu Kontrollzellen festgestellt [80]. Es sind jedoch auch Experimente bekannt, welche
die erho¨hte Fragilita¨t und die vera¨nderten mechanischen Eigenschaften des mutierten Ke-
ratins 14 beschreiben. Russell und Kollegen beispielsweise konnte zeigen, dass eine schnelle




Beriault gab als Grund fu¨r diesen kontra¨ren Effekt zu seinen Experimenten die unter-
schiedliche Geschwindigkeit der Dehnungen an. In dieser Arbeit wurde die uniaxiale Deh-
nung (wie in [80] beschrieben) mit hohen Frequenzen von 4 Hz (wie sie in [82] angegeben
wurden) kombiniert. Das Ergebnis zeigte fu¨r alle Zelltypen ein unvera¨ndertes Keratinnetz-
werk, senkrecht zur Zugrichtung orientierte Aktinfasern sowie intakte Zell-Zell-Adha¨sionen
und falsifiziert somit die von Beriault aufgestellte Hypothese. Grund fu¨r die unterschied-
lichen Reaktionen scheint nicht die Frequenz, sondern vielmehr die Dehnungsrichtung
(uniaxial oder radial) zu sein. Im Gegensatz zur uniaxialen Dehnung, bei welcher sich
das Aktinnetzwerk senkrecht zur Zugrichtung ausrichtet und dicke Stressfasern bildet,
wird das Aktinnetzwerk bei der radialen Dehnung vollsta¨ndig zersto¨rt und kann unter
anhaltender Dehnung nicht wieder aufgebaut werden.
Eine weitere Mo¨glichkeit fu¨r die unterschiedlichen Reaktionen des Netzwerkes auf uniaxia-
le und radiale Dehnung wa¨re, dass der Verlust des Aktinnetzwerkes bei radialer Dehnung
zu ho¨heren Belastungen des Keratinnetzwerkes fu¨hrt, welchen das K14R125-Netzwerk
nicht la¨nger standhalten kann. Hierbei wa¨re es denkbar, dass die Abwesenheit eines Ak-
tinnetzwerkes zu vera¨nderten mechanischen Eigenschaften der Zellen sowie zum Verlust
aktinassoziierter Adha¨renzverbindungen fu¨hrt, wodurch unter Dehnung eine ho¨here Bela-
stung auf keratinvermittelte Adha¨renzverbindungen wirkt, welche in K14R125-Zellen zum
Zusammenbruch des Netzwerkes fu¨hren. A¨hnliche Auswirkungen ko¨nnte die radiale Deh-
nung auch auf das Keratinnetzwerk in K14R125-Zellen haben. Zudem ist in Abwesenheit
eines Aktinnetzwerkes die aktinabha¨ngige Translokation von Keratinfilamenten gesto¨rt.
Diese ist fu¨r den Aufbau sowie fu¨r Umstrukturierungen des Keratinnetzwerkes jedoch von
essentieller Bedeutung, da bislang keine keratinassoziierten Motorproteine bekannt sind.
Die Eliminierung des Aktinnetzwerkes durch radiale Dehnung ko¨nnte somit einen indi-
rekten Effekt auf die Organisation des Keratinnetzwerkes haben. Umstrukturierungen des
Keratinnetzwerkes infolge externer Reize durch zyklische Dehnung wa¨ren in Zellen ohne
Aktinnetzwerk nicht mo¨glich, was gegebenenfalls die erho¨hte Fragilita¨t dieses Netzwer-
kes bei radialer Dehnung erkla¨rt. Mo¨glich wa¨re auch, dass die radiale Dehnung zu einer
sta¨rkeren Belastung der Keratinfilamente fu¨hrt, welcher die Filamente unter radialer Deh-
nung nicht entkommen ko¨nnen, wa¨hrend die uniaxiale Dehnung eine geringe Belastung
fu¨r die Keratinfilamente darstellt, welche sie durch longitudinale Elongation reduzieren
ko¨nnen.
Zusammenfassend haben die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Untersuchungen gezeigt, dass
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Vera¨nderungen des Keratinnetzwerkes einen entscheidenden Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften von Keratinozyten haben. Die Expression des mutierten Keratin 14R131P
in KTyI-/- -Zellen beeintra¨chtigt die Zellelastizita¨t sta¨rker als die vollsta¨ndige Abwesen-
heit eines Keratinnetzwerkes und auch die Expression eines der wichtigsten epidermalen
Keratine, des Keratin 14 in KTyI-/- Zellen reichte nicht aus, um ein voll funktionsfa¨higes
Keratinnetzwerk mit vergleichbaren mechanischen Eigenschaften der Kontrollzellen wie-
derherzustellen. Die Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration fu¨hrte jedoch in
allen Zelltypen zur Ausbildung einer stabilen Zellschicht, deren mechanische Stabilita¨t
und Integrita¨t ausreichend waren, um die in dieser Arbeit angelegten externen Reize au-
genscheinlich unbeschadet zu u¨berstehen.
4.5 Lokalisation von Aktinfilamenten und Adha¨sionsstrukturen
in Abha¨ngigkeit von Kalzium
Die Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration fu¨hrt zur epidermalen Diffe-
renzierung von Keratinozyten und geht in vivo und in vitro mit einer Umstrukturie-
rung des Zytoskeletts einher [7] [126]. Wie bereits zuvor beschrieben, fu¨hrte die Zuga-
be von Kalzium zu einer Translokation des Vinculinsignals, welches sich von zentralen,
gleichma¨ßig verteilten Fokaladha¨sionen hin zu peripheren Fokaladha¨sionen verschob und
6 Stunden nach Kalziumzugabe vornehmlich in der apikalen Ebene der Zelle erkennbar
war. Diese kalziuminduzierte Umverteilung von Vinculin wurde ausschließlich in konflu-
enten Zellschichten und nicht im peripheren Bereich von Zellgruppen beobachtet [127],
was dafu¨r spricht, dass die Umverteilung auf die Ausbildung kalziumabha¨ngiger Zell-
Zell-Adha¨sionen zuru¨ckzufu¨hren ist. Kalziumabha¨ngige Adherens Junctions sind in der
apikalen bzw. ventralen Ebene der Zellen lokalisiert, was die Reduzierung des Vinculin-
signals in der basalen Ebene sowie die Versta¨rkung des Signals in der apikalen Ebene
nach sechsstu¨ndiger Kalziuminkubation erkla¨rt [128] [129]. Die Formierung der kalziu-
mabha¨ngigen Adha¨sionsstrukturen ist sechs bis zwo¨lf Stunden nach Kalziumzugabe wei-
testgehend abgeschlossen [130] [127] [131], was mit der Lokalisation des zuvor beschrie-
benen Vinculinsignals in der apikalen Ebene zu diesem Zeitpunkt u¨bereinstimmt.
Bislang ist nicht vollsta¨ndig gekla¨rt, ob die Affinita¨t der Adherens Junctions-
Vinculinbindestellen sta¨rker als die der Vinculinbindestellen in Fokaladha¨sionen ist, oder
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ob es zu einer Umverteilung des Vinculinsignals aufgrund einer Freisetzung von Vinculin
aus Fokaladha¨sionen kommt [132]. Letzteres wird durch Beobachtungen gesta¨rkt, welche
eine Herunterregulierung von Integrinen wa¨hrend der epidermalen Differenzierung be-
schreiben, was mit der Reduzierung von Fokaladha¨sionen einhergeht [133]. Die Erho¨hung
der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration fu¨hrt zu einer Erho¨hung der intrazellula¨ren Kal-
ziumkonzentration, wodurch es zur Aktivierung von Phosphorylierungskaskaden kommt,
welche ebenfalls an der Translokation von Vinculin beteiligt sein ko¨nnten [132].
Neben der Translokation von Vinculin fu¨hrt die Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkon-
zentration auch zu einer Umstrukturierung des Aktinnetzwerkes. Wie in Magee et al. 1987
beschrieben, vera¨ndert sich die Aktinverteilung von ungeordnet in der Zelle verteilten Ak-
tinbu¨ndeln, welche mit Fokaladha¨sionen assoziiert sind, hin zu peripheren Aktinbu¨ndeln,
welche den zentralen Bereich der Zellen gro¨ßtenteils aussparen [134] [127]. Die periphere
Anordnung der Aktinfasern fa¨llt in vinculinfreien Zellen und in Zellen mit reduzierten
Zell-Zell-Adha¨sionen deutlich schwa¨cher aus als in Kontrollzellen und ist vermutlich auf
die Ausbildung von kalziumabha¨ngigen Adha¨sionsstrukturen zuru¨ckzufu¨hren. Diese Ver-
mutung wird dadurch besta¨rkt, dass die periphere Anordnung der Aktinfasern auch in
konfluenten Zellschichten nur in Anwesenheit von Kalzium stattfindet. Beeinflusst wird
die Aktinorganisation durch die Lokalisation von Vinculin in Adherens Junctions, welches
als wichtiger Aktinbindepartner zu einer Verankerung und Bu¨ndelung von Aktinfasern in
diesen Strukturen und zu einer Rekrutierung neuere Filamente fu¨hrt [135] [136] [137].
Zusa¨tzlich wird die Lokalisierung und Bu¨ndelung von Aktinfilamenten an diesen Struk-
turen durch die vinculininduzierte Rekrutierung weiterer Aktinregulatoren wie Arp2/3
oder VASP an Adherens Junctions eventuell weiter versta¨rkt [138]. Die kalziuminduzier-
te Ausbildung von Adherens Junctions erkla¨rt die unter 3.4 auf Seite 91 beschriebenen
Beobachtungen der kalziumabha¨ngigen Umstrukturierung des Zytoskeletts und ist Vor-
aussetzung fu¨r die vera¨nderten mechanischen Eigenschaften der Zellen.
4.6 Vera¨nderung der Aktinfaserreorientierung durch Einfluss
von Kalzium
Die zyklische Dehnung von Keratinozyten fu¨hrte, wie bereits fu¨r andere Zellen beschrieben
[89] [84], zur Reorientierung der Aktinfasern anna¨hernd senkrecht zur Zugrichtung. Wie
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in 3.5 auf Seite 96 gezeigt, wird die Aktinfaserreorientierung unter Kalziumeinfluss signifi-
kant begu¨nstigt. Dieser Effekt ist bei Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration
bei Einzelzellen nicht zu beobachten und auch die bloße Anwesenheit von Nachbarzellen
reicht in konfluenten Zellschichten in Abwesenheit von Kalzium nicht aus, um die Reori-
entierung von Aktinfasern zu versta¨rken. Diese Beobachtungen lassen darauf schließen,
dass die signifikante Versta¨rkung der Aktinfaserreorientierung in konfluenten Zellschich-
ten unter Kalziumeinfluss auf die Ausbildung von kalziuminduzierten Zell-Zell-Adha¨sionen
zuru¨ckzufu¨hren ist.
Weitere Versuche an Zellen mit vera¨nderten Adha¨sionsstrukturen besta¨tigten diese Be-
obachtungen (siehe 3.12 auf Seite 112). Vinculinfreie Zellen zeigten im Vergleich zu Kon-
trollzellen eine reduzierte Aktinfaserreorientierung, na¨herten sich durch Erho¨hung der
extrazellula¨ren Kalziumkonzentration in konfluenten Zellschichten jedoch der Aktinfaser-
orientierung der Kontrollzellen deutlich an. Dies zeigt, dass die fokaladha¨sionsvermittelte
Reorientierung dieser Zellen in Abwesenheit von Vinculin signifikant reduziert ist, diese
Zellen die Reduzierung u¨ber einen kalziumvermittelten, zweiten mechanosensitiven Me-
chanismus jedoch augenscheinlich teilweise kompensieren ko¨nnen. Dieser Mechanismus der
Reorientierung ist weniger stark von Vinculin abha¨ngig, als der fokaladha¨sionsvermittelte
Mechanismus, was durch die signifikante Erho¨hung der Aktinfaserreorientierung durch
Zugabe von Kalzium bei konfluenen Zellschichten, sowohl bei VincCtrl- als auch bei
VincKO-Zellen deutlich wird.
Voraussetzung fu¨r einen mechanosensitiven Mechanismus sind mechanosensitive Struktu-
ren. Bei aktinassoziierten Adha¨renzverbindungen stehen hierbei vor allem die Proteine α-
Catenin und Vinculin im Fokus [64] [139], aber auch E-Cadherin [140] und β-Catenin [141]
[142] werden als mechanosensitive Moleku¨le beschrieben. Die Mechanosensitivita¨t von Ad-
hernes Junctions wurde aufgrund der MyosinII gesteuerten Spannungsabha¨ngigkeit dieser
Verbindungen entdeckt [143] [144] [145]. Auch die Lokalisation von Vinculin in Adherens
Junctions ist myosin- und somit spannungsabha¨ngig [140] [40]. Vinculin hat in Foka-
ladha¨sionen und Adherens Junctions a¨hnliche Funktionen und bindet in beiden Struktu-
ren Aktinfasern sowie Aktinregulatoren. Wie in 3.6 auf Seite 97 beschrieben, u¨bersteigt
die kalziumabha¨ngige Rekrutierung von Vinculin an Adherens Junctions die dehnungsin-
duzierte Erho¨hung der Vinculinlokalisation in Fokaladha¨sionen [53] [146]. Grund hierfu¨r
ko¨nnte zum einen die kalziuminduzierte Reduzierung der Gro¨ße und Anzahl von Integrin-
strukturen sein, zum anderen die Mechanosensitivita¨t von α-Catenin, welches unter Deh-
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nung Vinculinbindestellen freigibt [64]. Hinzu kommt, dass die Bindung von α-Catenin an
die Kopfdoma¨ne von Vinculin, die c-terminale Bindung von Vinculin zu F-Aktin versta¨rkt
[59].
Die beschleunigte Reorientierung der Aktinfasern in Zellschichten unter Kalziumeinfluss
ist durch die Ausbildung kalziumabha¨ngiger Adha¨sionsstrukturen zu erkla¨ren, welche
dazu fu¨hrt, dass in diesen Zellen neben Fokaladha¨sionen eine weitere mechanosensiti-
ve Struktur fu¨r die Bindung von Aktinfilamenten zur Verfu¨gung steht. Diese zusa¨tzliche
Adha¨sionsstruktur kann externe Reize wahrnehmen und weiterleiten, wodurch es zu ei-
ner erho¨hten Mechanosensitivita¨t und versta¨rkten Umstrukturierung des Zytoskeletts in
diesen Zellen kommt. Desweiteren fu¨hrt die Ausbildung von Zell-Zell-Adha¨sionen zu ei-
ner Erho¨hung der Anzahl von Aktinadha¨sionsstrukturen, was die Verankerung neu ge-
bildeter Aktinfasern sowie die Umorientierung bereits bestehender Fasern unter Dehnung
begu¨nstigen ko¨nnte. Gleichzeitig sind an der Ausbildung von Adherens Junctions mehrere
mechanosensitive Proteine beteiligt, welche unter Dehnung zahlreiche Bindestellen freige-
ben. An diese ko¨nnen Proteine binden, welche unter Dehnung ebenfalls weitere Bindestel-
len freigeben, wodurch es unter Dehnung zu einer Potenzierung der Aktinbindekapazita¨ten
in diesen Zellen kommt.
Zusa¨tzlich wird die Aktinfaserreorientierung in Zellschichten unter Kalziumeinfluss ver-
mutlich durch kollektives Zellverhalten beschleunigt. In Zellschichten mit Zell-Zell-
Adha¨sionen fu¨hrt das intrazellula¨re Zerreißen von Aktinfasern durch Dehnung zur un-
mittelbaren Reduzierung der Spannung am Zell-Zell-Kontakt, wodurch es auch zu einer
Spannungsreduzierung auf der anderen Seite des Zell-Zell-Kontaktes, in der benachbar-
ten Zelle, kommt. Dies ko¨nnte dazu fu¨hren, dass α-Catenin auch hier nicht la¨nger in
aufgespannter Konformation vorliegt, was dazu fu¨hrt, dass Vinculin nicht la¨nger an den
Zell-Zell-Kontakt binden kann und dadurch auch die Bindung von Aktinfasern deutlich
reduziert wu¨rde. Im Gegensatz dazu fu¨hrt das kollektive Zellverhalten bei Aktinfasern,
welche aufgrund ihrer Orientierung innerhalb der Zelle bei uniaxialen Dehnungen nicht
zerreißen, zu einer Versta¨rkung der von ihnen auf die Zell-Zell-Adha¨sion ausgeu¨bte Kraft.
Dies fu¨hrt zu einer Versta¨rkung der Adha¨sionsstruktur und u¨bertra¨gt sich auch auf die
Adha¨sionsstruktur in benachbarten Zellen, was in Zellschichten aufgrund dieses kollekti-
ven Zellverhaltens zu einer beschleunigten Aktinfaserreorientierung fu¨hren ko¨nnte.
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4.7 Vera¨nderung der maximalen Aktinfaserausrichtung infolge
der Ausbildung von kalziumabha¨ngigen Adha¨renzverbind-
ungen
Beim direkten Vergleich von Zellschichten unter zyklischer Dehnung in Ab- und Anwesen-
heit von Kalzium wird deutlich, dass die Zugabe von Kalzium die Aktinfaserreorientie-
rung nicht nur beschleunigt, sondern die maximale Ausrichtung der Filamente signifikant
erho¨ht. Dies ist damit zu erkla¨ren, dass sich Aktinfasern unter zyklischer Dehnung so
ausrichten, dass sie mo¨glichst wenig Dehnung erfahren [84]. Bei den in dieser Arbeit ver-
wendeten Zugkammern liegt die geringste Belastung fu¨r Aktinfilamente bei uniaxialen
Dehnung von 14%, aufgrund der La¨ngena¨nderung und Stauchung der Zugkammer, bei
einer Orientierung von 70° (im Verha¨ltnis zur Zugrichtung) [84]. Die bevorzugte Orientie-
rung der Aktinfasern nach zyklischer Dehnung liegt fu¨r Zellen in Abwesenheit von Kalzium
deshalb bei etwa +70° bzw. -70°.
Die kalziuminduzierte Ausbildung von Adha¨renzstrukturen verschiebt die Winkelver-
teilung der Aktinfasern in konfluenten Zellschichten zu ho¨heren Werten um 90° und
erho¨ht somit die maximale Ausrichtung der Aktinfasern dieser Zellen. Grund hierfu¨r ist
mo¨glicherweise, dass durch die Ausbildung von Adherens Junctions Strukturen entste-
hen, welche die Aktinnetzwerke benachbarter Zellen verbinden. Aufgrund der Lokalisa-
tion der Adherens Junctions ist die Ausrichtung der Aktinfasern beeinflusst, wodurch
Fasern, welche in der gleichen Adha¨sionsstruktur verankert sind, ha¨ufig die gleiche Ori-
entierung aufweisen. Wa¨hrend es bei einzeln liegenden Zellen vernachla¨ssigbar ist, ob sie
eine Aktinfaserorientierung von +70° oder -70° annehmen, werden Aktinfasern in Zel-
len unter Kalziumeinfluss u¨ber Adherens Junctions von der Aktinfaserorientierung ihrer
Nachbarzelle beeinflusst. Um hohe Spannungen an Adha¨renzstrukturen zwischen Zellen
mit Aktinfaserorientierungen von +70° und -70° zu minimieren, kommt es deshalb in
diesen Zellen augenscheinlich zu einer energetisch gu¨nstigeren Umlagerung der Aktinfila-
mente. Da dies jedoch nicht dazu fu¨hrt, dass die Aktinfasern der gesamten Zellschicht eine
Vorzugsorientierung von 70° aufweisen, bei welcher einzelne Fasern die geringste Belastung
erfahren wu¨rden, spielen offensichtlich weitere Faktoren bei der Aktinfaserreorientierung
in konfluneten Zellschichten eine Rolle.
Ein mo¨glicher Grund ko¨nnte die Quervernetzung von Aktinfilamenten sein, die dazu
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fu¨hrt, dass sich die Fasern nicht la¨nger als individuelle Einheit, sondern wie ein Ver-
band verhalten. Die Ausrichtung im 70° Winkel zur Zugrichtung fu¨hrt lediglich bei einzel-
nen, linienfo¨rmigen Strukturen zur Minimierung der relativen Dehnung. Bei komplexen
Strukturen, wie Zellschichten steht deshalb eventuell die Minimierung der mechanischen
Spannung im Fokus, welche durch Ausrichtung der Aktinfasern im 90° Winkel zur Zu-
grichtung erreicht wu¨rde. In dieser Arbeit wurde erstmals neben dem bekannten foka-
ladha¨sionsvermittelten mechanosensitiven Mechanismus ein weiterer kalziumabha¨ngiger
Mechanismus fu¨r die Reorientierung von Aktinfasern nach zyklischer Dehnung beschrie-
ben. Die Untersuchungen verschiedener Adha¨sionsmutanten verdeutlichen, dass es sich
bei diesem zweiten Mechanismus um mechanosensitive Adherens Junctions handelt, wel-
che entscheidend an der Reorientierung von Aktinfasern beteiligt sind und die maxi-
male Ausrichtung dieser Filamente signifikant versta¨rken ko¨nnen. Im Vergleich zur foka-
ladha¨sionsvermittelten Reorientierung steht bei der adherens junction-vermittelten Aktin-
faserreorientierung nicht das mechansensitive Protein Vinculin, sondern das ebenfalls me-
chanosensitive Protein α-Catenin im Fokus. Dieses scheint fu¨r die adherens junctions-
vermittelte Reorientierung von gro¨ßerer Bedeutung zu sein als Vinculin, da es auch in
Abwesenheit von Vinculin unter Kalziumeinfluss zu einer versta¨rkten Ausrichtung der
Aktinfasern kommt.
Der genaue Signalweg des adhernes junction-vermittelten Mechanismus ist bislang
noch nicht vollsta¨ndig aufgekla¨rt, es wird jedoch vermutet, dass aufgrund der großen
A¨hnlichkeit von Adherens Junctions und Fokaladha¨sionen bei diesem Mechanismus eben-
falls eine Aktivierung von Rho-Proteinen u¨ber RhoA zu einer Regulierung von Myosin
und dadurch zur Regulierung intrazellula¨rer Kra¨fte fu¨hrt [147] [148]. Trotz der großen
A¨hnlichkeiten zwischen den beiden Strukturen erfolgt eine spezifische Steuerung der Me-
chanismen. Diese individuelle Regulierung erfolgt u¨ber spezifische Phosphorylierungen
wie beispielsweise die Phosphorylierung von Vinculin an der Position Y822 [149], wel-
che spezifisch fu¨r Adherens Junctions ist und nicht in Fokaladha¨sionen vorkommt. Diese
Phosphorylierung wird durch Tyrosinkinasen vermittelt, welche durch Kraftu¨bertragung
an Cadherinen – jedoch nicht an Integrinen- aktiviert werden [149].
Die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Experimente konnten nicht nur einen weiteren me-
chanosensitiven Mechanismus identifizieren, welcher an der Aktinfaserreorientierung nach
zyklischer Dehnung beteiligt ist, sondern zeigen auch, von welcher enormen Bedeutung
die Anpassung an physiologische Bedingungen fu¨r Experimenten an lebenden Zellen ist.
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Erst durch die Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration und der dadurch aus-
gelo¨sten epidermalen Differenzierung konnte der adhernes junction-vermittelte Mechanis-
mus der Aktinfaserreorientierung entdeckt werden, was an artifiziellen Einzelzelluntersu-
chungen niemals mo¨glich gewesen wa¨re. Dies zeigt, wie wichtig es ist, die Bedingungen in
vitro bestmo¨glich an die Gegebenheiten in vivo anzupassen.
Desweiteren wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen mutierter Keratinnetzwerke auf
die mechanischen Eigenschaften von Zellen untersucht, um ein tieferes Versta¨ndnis epi-
thelialer Krankheiten zu erlangen. Hierbei konnten auf zellula¨rer Ebene Unterschiede im
Nanopascal-Bereich zwischen den verschiedenen Genotypen aufgezeigt und so modifizierte
mechanische Eigenschaften der Zellen durch vera¨nderte Keratinnetzwerke nachgewiesen
werden. Diese Analysen belegen die enorme Bedeutung eines funktionellen Keratinnetz-
werkes fu¨r die mechanischen Zelleigenschaften.
Neben Zellen mit vera¨ndertem Keratinnetzwerk erlaubt die Generierung von Zellen mit
verschiedensten genetischen Hintergru¨nden eine pra¨zise Untersuchung des Einflusses ein-
zelner (zellula¨rer) Komponenten auf die mechanischen Eigenschaften von Zellen und
ermo¨glicht so ein immer tieferes Versta¨ndnis fu¨r das komplexe Zusammenspiel der zahlrei-
chen zellula¨ren Bestandteile. Da aufgrund der hohen Komplexita¨t von Organismen in vivo
Analysen mechanischer Zelleigenschaften mit den heutigen Messmethoden kaum mo¨glich
sind, bieten mechanobiologische Untersuchungen in vitro eine ideale Mo¨glichkeit fu¨r die
Analysen von Zelleigenschaften. Diese Analysen sind eine wichtige Voraussetzung fu¨r das
Versta¨ndnis zellula¨rer Prozesse und ermo¨glichen es Krankheiten detailliert zu erforschen




Da bei den in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Dehnungsexperimenten an VincKO-Zellen
auch fu¨r ho¨here Frequenzen (600 mHz) und la¨ngere Dehnungszeiten (16 Stunden) kein
Endpunkt der maximalen Aktinfaserausrichtung erreicht werden konnte, ist die Wiederho-
lung dieses Experiments mit la¨ngeren Dehnungsdauern von voraussichtlich bis zu 20 Stun-
den notwendig, um eine Aussage u¨ber die maximale Aktinfaserausrichtung in VincKO-
Zellen in Ab- und Anwesenheit von Kalzium treffen zu ko¨nnen. Nur so kann u¨berpru¨ft
werden, ob die Erho¨hung der extrazellula¨ren Kalziumkonzentration auch in vinculinfreien
Zellen u¨ber eine adherens junction-vermittelten Mechanismus zu einer Aktinfaserreorien-
tierung fu¨hrt, welche mit der in VincCtrl-Zellen vergleichbar ist.
Gleichzeitig sind Dehnungsexperimente an VincKO-Zellen, in welchen α-Catenin her-
unterreguliert wurde, erforderlich, um zu zeigen, dass die Erho¨hung der Aktinfaser-
reorientierung in VincKO-Zellen unter Kalziumeinfluss auf die Ausbildung mechano-
sensitiver Adha¨renzverbindungen und nicht auf die Reduzierung von Fokaladha¨sionen
zuru¨ckzufu¨hren ist. Mittels Fusion von siRNA gegen α-Catenin in VincKO-Zellen kann
der α-Cateningehalt in diesen Zellen, wie bereits zuvor fu¨r ECadCtrl-Zellen gezeigt, herun-
terreguliert werden. Anhand von Dehnungsexperimenten an VincKOαCatKD-Einzelzellen
sowie konfluenten Zellschichten ko¨nnte anschließend durch eine verminderte Aktinfaserre-
orientierung in VincKOαCatKD-Zellen die Existenz eines α-Catenin-abha¨ngigen, mecha-
nosensitiven Mechanismus zur Aktinfaserreorientierung besta¨tigt werden.
Ebenfalls interessant ist die Analyse der Aktinfaserreorientierung in Zellen, welchen nicht
Vinculin sondern ein anderes mechanosensitives Fokaladha¨sionsprotein wie beispielswei-
se p130Cas fehlt, welches fu¨r Fokaladha¨sionen, aber nicht fu¨r Adherens Junctions von
Bedeutung ist. In dieser Arbeit konnte bereits die Bedeutung von Vinculin fu¨r die Aktin-
faserreorientierung aufgezeigt sowie eine beschleunigte Faserreorientierung durch die Aus-
bildung kalziuminduzierter Adherens Junctions nachgewiesen werden. Eine Analyse der
Relevanz von Fokaladha¨sionen in Zellen mit unbeeinflussten Adha¨renzverbindungen steht
bislang noch aus. Anhand von Dehnungsexperimenten von p130Cas-freien Zellen kann die
Bedeutung mechanosensitiver Strukturen in Fokaladha¨sionen fu¨r die Aktinfaserreorientie-




Zudem ist eine detaillierte Untersuchung der Auswirkungen zyklischer Dehnungen auf
die Translokation bestimmter, am Reorientierungsprozess beteiligter Proteine fu¨r die
Aufkla¨rung des genauen Mechanismus der Aktinfaserreorientierung notwendig. Hierzu
za¨hlt auch die Analyse der Lokalisationsvera¨nderung verschiedener Adha¨sionsproteine
unter Kalziumeinfluss. In der vorliegenden Arbeit wurde bereits gezeigt, dass es in
VincCtrl-Zellen unter Kalziumeinfluss zu einer Translokation von Vinculin kommt, wel-
che auf die Ausbildung von kalziumabha¨ngigen Adha¨renzverbindungen zuru¨ckzufu¨hren
ist. Diese Translokation wurde in Zellen mit vera¨nderten Zell-Zell-Adha¨sionen bislang
nicht untersucht, wird jedoch Aufschluss u¨ber den Grund der vera¨nderten mechani-
schen Eigenschaften dieser Zellen liefern und kann mittels der in dieser Arbeit ver-
wendeten Zellen durchgefu¨hrt werden. Auch die Vera¨nderung der Lokalisation von Fo-
kaladha¨sionsproteinen infolge zyklischer Dehnung wurde bislang nur in VincCtrl-Zellen
untersucht. Eine Analyse der Lokalisationsvera¨nderung in Zellen mit vera¨nderten Foka-
ladha¨sions- oder Adha¨renzstrukturen ko¨nnte Aufschluss u¨ber die Bedeutung verschiedener
Proteine fu¨r die Integrita¨t von Zellschichten sowie die Aktinfaserreorientierung bringen.
Die in dieser Arbeit durchfu¨hrten Dehnungsexperimente an Keratinozyten mit
vera¨nderten Keratinnetzwerken zeigten in Immunfluoreszenzaufnahmen nach 90-
minu¨tiger zyklischer Dehnung keine Vera¨nderung des Keratinnetzwerkes. Da jedoch nach-
gewiesen wurde, dass sich die mechanischen Eigenschaften der untersuchten Keratinozy-
ten signifikant voneinander unterscheiden und in der Literatur fu¨r Zellen mit vera¨nderten
Keratinnetzwerken eine erho¨hte Fragilita¨t beschrieben wurde [82], wurden neben immun-
zytochemischen Fa¨rbungen auch Genexpressionsanalysen von KTYIWT- und KTyI-/- -
Zellen nach zyklischer Dehnung vorgenommen. Diese wurden in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Magin und der Arbeitsgruppe Hatzfeld (Division for Pathobiochemistry,
Halle) durchgefu¨hrt und konnten fu¨r mehr als 600 Gene der KTyIWT-Zellen eine erho¨hte
Genexpression infolge zyklischer Dehnung nachweisen. Zusa¨tzlich zeigte der Vergleich der
Genregulation von KTyIWT- und KTyI-/- -Zellen, dass mehr als 40% der in KTyIWT-
Zellen durch Dehnung hochregulierten Gene in KTyI-/- -Zellen bereits ohne Dehnung
hochreguliert sind. Die Abwesenheit eines Keratinnetzwerkes in KTyI-/- -Zellen lo¨st dem-
zufolge eine Vera¨nderung der Genexpression aus, welche in KTyIWT-Zellen erst durch zy-
klische Dehnung hervorgerufen wird. Fu¨r eine detaillierte Interpretation der vera¨nderten
Genregulation bedarf es jedoch einer genaueren Untersuchung der Genexpressionsana-
lysen. Hierbei wa¨re fu¨r zuku¨nftige Experimente neben dem Vergleich des Grundzustan-
des der Genexpression in Zellen mit verschiedenen genetischen Hintergru¨nden auch die
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Analyse der Auswirkungen zyklischer Dehnung auf die Genexpression in verschiedenen
Zellen von großem Interesse. Zusa¨tzlich ko¨nnen Genexpressionsanalysen von Zellen mit
vera¨nderten Adha¨sionsstrukturen Informationen u¨ber bestimmte Signalwege liefern, denn
bereits jetzt ist bekannt, dass kalziuminduzierte Adherens Junctions die mechanischen Ei-
genschaften der Zellen vera¨ndern und entscheidend fu¨r die Aktinfaserreorientierung sind.
Die Genexpressionsanalysen verschiedener Zellen ermo¨glicht die simultane Untersuchung
zahlreicher Gene, was durch weitere Experimente die Aufkla¨rung spezifischer Signalwege
sowie die Untersuchung mutationsabha¨ngiger Vera¨nderungen der mechanischen Eigen-
schaften von Zellen erlaubt.
Neben zusa¨tzlichen Dehnungsexperimenten sind auch weitere Rasterkraftmikroskop-
Messungen an Zellen mit verschiedenen genetischen Hintergru¨nden von großem Inter-
esse. Wa¨hrend in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, dass die Erho¨hung der extrazel-
lula¨ren Kalziumkonzentration zu einer Erho¨hung der Zellsteifigkeit in konfluenten Zell-
schichten fu¨hrt, ist bislang unklar, ob hierfu¨r die Verbindung benachbarter Zellmem-
branen u¨ber Zell-Zell-Adha¨sionen oder die interzellula¨re Verknu¨pfung von zytoskelet-
talen Komponenten ausschlaggebend ist. Um diese Frage zu kla¨ren, ist es erforderlich,
Zellelastizita¨tsmessungen an den in dieser Arbeit verwendeten Zellen mit reduzierten
Zell-Zell-Adha¨sionen oder Zellen mit einer vera¨nderten Verknu¨pfung des Zytoskeletts an
Adha¨sionsstrukturen in Ab- und Anwesenheit von Kalzium durchzufu¨hren.
Desweiteren wurde durch diese Arbeit gezeigt, welchen enormen Einfluss artifizielle Zell-
kulturbedingungen auf das Zellverhalten und die mechanischen Eigenschaften lebender
Zellen haben. Obgleich die vergleichende Analyse von Einzelzellen und konfluenten Zell-
schichten eine erste Anna¨herung an die Bedingungen in vivo ist, wa¨re eine Untersuchung
lebender Organismen fu¨r die Funktionsanalyse bestimmter Proteine weniger artifiziell.
Als Modellorganismus mit u¨berschaubarer Komplexita¨t, wu¨rde sich fu¨r diese Experimen-
te C. elegans anbieten, welcher bereits ausfu¨hrlich charakterisiert und in seiner Zellzahl
konstant ist. Obgleich C. elegans keine Haut aufweist, sind der Aufbau eines intakten
Keratinnetzwerk sowie die Ausbildung von Adha¨renzverbindungen fu¨r die mechanischen
Eigenschaften von Zellen auch in diesem Organismus von großer Bedeutung. Gleichzei-
tig bietet C. elegans den Vorteil, dass bereits zahlreiche, verschiedene Mutanten bekannt
sind und dadurch vergleichbare Zellelastizita¨tsmessungen an nicht mutierten und mutier-
ten Organismen denkbar sind. Mittels dieser vergleichenden Untersuchungen ko¨nnte der
Einfluss eines funktionellen Keratinnetzwerkes auf die mechanischen Eigenschaften von
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Zellen in vivo analysiert werden. Aufgrund seiner geringen Gro¨ße und seiner unkompli-
zierten Kultivierung sind bei C. elegans im Vergleich zu vielen anderen Modellorganismen
sogar kraftspektroskopische Messungen an lebendigen Organismen mo¨glich.
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Erratum
Folgende Fehler wurden nachtra¨glich korrigiert:
Seite 11: ... weist Bindestellen fu¨r Adenosintriphosphat und Aktin auf ...
Seite 13: ... Anlagerung von Kalziumionen ...
Seite 20: Bei Hemidesmosomen handelt es sich um Multi-Protein-Komplexe ...
Seite 50: ..., welcher unter Abschnitt 2.9 ab Seite 64 na¨her beschrieben wird.
Seite 50: ... mit unterschiedlichen Proteinbeschichtungen verglichen...
Seite 63: ... wurde der Positionsunterschied ...
Seite 83: Fu¨r KTyI-/- -Zellen lag die Kraft, ...
Seite 84: ..., die KTyI-/- -Zellschichten eine Steifigkeit von 1.160 N/m2 ...
Seite 86: ..., dass vera¨nderte Keratinnetzwerke der KTyI-/- -, ...
Seite 94: ... wiesen 64% der Zellen einen positiven Aktin-Anordnungs-Parameter
...
Seite 104: Legende in Abbildung 49 wurde korrigiert. VincCtrl SC 4h Str / 0h Ca2+
(A’)
Seite 106: Abbildung 50 A zeigte fa¨lschlicherweise dasselbe Diagramm wie Abbil-
dung 49 A und wurde angepasst.
Seite 111: ... Anpassung der Helligkeit wurde in ECadKO-Zellschichten ein spezifi-
sches Signal des E-Cadherin-Antiko¨rpers sichtbar.
Seite 125: ..., ist das Protein Plectin ...
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